Wedang Uwuh Berbasis Rosella Merah (Hibiscus sabdariffa L.) Sebagai Imunomodulator Terhadap Tikus Wistar Yang Dipapar Asap Rokok by Fawzul Alif Nugroho, Muhammad
WEDANG UWUH BERBASIS ROSELLA MERAH (Hibiscus sabdariffa L.)  
SEBAGAI IMUNOMODULATOR TERHADAP TIKUS WISTAR  






Untuk Memenuhi Persyaratan  
Memperoleh Gelar Magister 
 
 

















WEDANG UWUH BERBASIS ROSELLA MERAH (Hibiscus sabdariffa L.)  
SEBAGAI IMUNOMODULATOR TERHADAP TIKUS WISTAR  









MUHAMMAD FAWZUL ALIF NUGROHO 
196100100111005 
 






Diajukan sebagai salah satu syarat untuk memperoleh 

























Wedang Uwuh Berbasis Rosella Merah (Hibiscus sabdariffa L.) Sebagai 
Imunomodulator Terhadap Tikus Wistar Yang Dipapar Asap Rokok 
Muhammad Fawzul Alif Nugroho 
13 Juli 2021 
Prof. Dr. Ir. Tri Dewanti W., M. Kes Tunjung Mahatmanto STP, MSi, PhD 
Prof. Dr. Ir. Imam Santoso, MP 
NIP. 19681005 199512 1 001 
IDENTITAS TIM PENGUJI TESIS 
Judul Tesis : Wedang Uwuh Berbasis Rosella Merah (Hibiscus 
sabdariffa L.) Sebagai Imunomodulator Terhadap Tikus 
Wistar Yang Dipapar Asap Rokok 
Nama : Muhammad Fawzul Alif Nugroho 
NIM : 196100100111005 
Program Studi : Teknologi Hasil Pertanian 
KOMISI PEMBIMBING 
Ketua : Prof. Dr. Ir. Tri Dewanti W., M. Kes 
Anggota : Tunjung Mahatmanto STP, MSi, PhD 
TIM DOSEN PENGUJI 
Dosen Penguji I : Dr. Siti Narsito Wulan, STP., MP. MSc. 
Dosen Penguji II : Kiki Fibrianto, STP., M.Phil., Ph.D 





Muhammad Fawzul Alif Nugroho. 196100100111005. Wedang Uwuh Berbasis 
Rosella Merah (Hibiscus sabdariffa L.) Sebagai Imunomodulator Terhadap Tikus 
Wistar Yang Dipapar Asap Rokok. 
Pembimbing:  1. Prof. Dr. Ir. Tri Dewanti Widyaningsih, M. Kes. 




Asap rokok merupakan penyebab utama dari beberapa penyakit saluran 
pernafasan karena mengandung senyawa radikal bebas yang tinggi. Senyawa 
radikal bebas tersebut dapat dinetralisir dengan antioksidan yang dapat diperoleh 
dari bahan alami seperti rosella merah. Rosella merah mengandung berbagai 
senyawa bioaktif dan umumnya dikonsumsi dalam bentuk seduhan. Pencampuran 
rosella merah dengan berbagai rempah lain dapat meningkatkan kandungan 
antioksidan. Wedang uwuh merupakan minuman tradisional yang terdiri dari 
berbagai kombinasi rempah yang belum baku sehingga dapat dikombinasikan 
dengan rosella merah. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan formulasi 
optimum wedang uwuh berbasis rosella merah dan potensinya sebagai agen 
imunomodulator pada tikus wistar yang diberi paparan asap rokok.  
Penelitian ini dibagi menjadi dua tahap. Tahap pertama yakni optimasi 
formulasi wedang uwuh berbasis rosella merah dengan menggunakan mixture 
design D-optimal. Rancangan ini menggunakan variabel bebas yaitu proporsi berat 
kayu secang, kayu manis, bunga cengkeh dan kelopak rosella merah dengan 
respon aktivitas antioksidan, total fenol dan total flavonoid. Pada tahap berikutnya 
dilakukan pengujian pengaruh wedang uwuh rosella merah sebagai 
imunomodulator terhadap tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok. 
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) menggunakan 30 
ekor tikus wistar jantan dengan 6 kelompok perlakuan yang terdiri dari kontrol 
negatif (P0), wedang uwuh rosella merah (P1), wedang uwuh komersial (P2), 
kontrol positif (P3), tikus perpapar + wedang uwuh rosella merah (P4), dan tikus 
terpapar + wedang uwuh komersial (P5). Pemberian perlakuan wedang uwuh dan 
paparan asap rokok dilakukan selama 30 hari. Pada akhir penelitian, limpa yang 
diperoleh dilakukan analisis terhadap CD4+, CD8+, ,TNF-α, IFN-γ, dan IL-10, 
serum darah digunakan untuk analisis kadar SOD dan MDA, serta organ paru-paru 
dan hati digunakan untuk analisis histopatologi. 
Hasil penelitian menunjukkan kondisi optimum formulasi wedang uwuh 
berbasis rosella merah adalah adalah kayu secang 1,340 g, kayu manis 0,206 g, 
bunga cengkeh 0,063 g dan rosella merah 1,891 g dengan aktivitas antioksidan 
37,007 mg TE/g, total fenol 40,954 mg GAE/g, dan total flavonoid 19,842 mg QE/g. 
Hasil analisis penelitian tahap kedua menunjukkan bahwa pemberian wedang 
uwuh rosella merah (P4) secara signifikan (p<0,05) menunjukkan persentase selT 
CD4+ dan CD8+ lebih tinggi, jumlah sel T CD4+ dan CD8+ yang mengekspresikan 
NF-kB lebih rendah, sel ekspresi sitokin proinflamasi (TNF-α, IFN-γ dan IL-6) yang 
lebih rendah, ekspresi sitokin antiinflamasi (IL-10) yang lebih tinggi, kadar SOD 
serum yang lebih tinggi, serta kadar MDA serum yang lebih rendah dibandingkan 
dengan kontrol positif (P3). Pemberian wedang uwuh rosella merah juga 
menunjukkan mampu mencegah kerusakan pada histopatologi paru-paru dan hati.  
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Cigarette smoke is the leading cause of several respiratory tract diseases 
because it contains high free radical compounds. These free radical compounds 
can be neutralized with antioxidants obtained from natural ingredients such as 
roselle. Roselle contains various bioactive compounds and generally consumed by 
brew. Mixing roselle with other herbs can increase the antioxidant content. Wedang 
uwuh is a traditional beverage consisting of various combinations of herbs and can 
also be combined with roselle. This study aims to determine the optimum 
formulation of wedang uwuh based on roselle and its potential as an 
immunomodulatory agent in Wistar rats exposed to cigarette smoke. 
This research is divided into two stages. The first stage is optimizing the 
formulation of wedang uwuh based on roselle by using a D-optimal mixture design. 
This design uses variables; the weight proportion of sappan wood, cinnamon, clove 
flowers and roselle calyxes with the response of antioxidant activity, total phenol 
and total flavonoid. In the next stage, the effect of wedang uwuh based-roselle as 
an immunomodulator was tested on male Wistar rats exposed to cigarette smoke. 
This study used a completely randomized design (CRD) using 30 male Wistar rats 
with six treatment groups consisting of negative control (P0), wedang uwuh based-
roselle (P1), commercial wedang uwuh (P2), positive control (P3), rat exposed + 
wedang uwuh based-roselle (P4), and rats exposed + commercial wedang uwuh 
(P5). Wedang uwuh treatment and exposure to cigarette smoke were carried out 
for 30 days. At the end of the study, the lymph obtained was analyzed for CD4+, 
CD8+, TNF-, IFN-γ, and IL-10, blood serum was used to analyze SOD and MDA 
levels lungs, and liver was used for histopathological analysis. 
The results showed that the optimum conditions for the formulation of 
wedang uwuh based on roselle were 1.340 g of sappan wood, 0.206 g of 
cinnamon, 0.063 g of clove flower and 1.891 g of roselle with antioxidant activity of 
37,007 mg TE/g, total phenol 40,954 mg GAE/g, and total flavonoids 19,842 mg 
QE/g. The results of the analysis of the second stage of the study showed that 
wedang uwuh based-roselle (P4) significantly (p<0.05) showed higher percentage 
of CD4+ and CD8+ T cells, lower number of CD4+ and CD8+ T cells expressing NF-
kB, lower expressing pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IFN-γ and IL-6), higher 
expression of anti-inflammatory cytokines (IL-10), higher serum SOD levels, and 
lower serum MDA levels compared to positive controls (P3). The administration of 
red rosella wedang uwuh also showed that it could prevent damage to the 
histopathology of the lungs and liver. 
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1.1 Latar Belakang 
Wedang uwuh merupakan minuman tradisional yang berasal dari Imogiri, 
Bantul, Yogyakarta. Minuman ini terbuat dari campuran rempah khas Indonesia 
yang telah dilaporkan memiliki kandungan antioksidan yang tinggi (Muchtadi, 
2004). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa wedang uwuh dapat mencegah 
dan meminimalkan terjadinya penyakit degeneratif, menurunkan kolesterol, 
osteoporosis, anti diare, anti kanker, antimikrobia (Rahmawati, 2011) dan anti 
diabetes (Widyaningsih et al., 2020). 
Wedang uwuh memiliki komponen yang beragam seperti secang, jahe, 
kayu manis, cengkeh, kapulaga dan lain-lain yang memberikan rasa yang segar, 
warna yang menarik dan aroma yang harum. Namun hingga saat ini, formulasi dan 
porsi masing-masing bahan bakunya belum dibakukan sehingga wedang uwuh 
berpotensi untuk dikombinasikan dengan bahan lain. Beberapa penelitian 
menunjukkan bahwa kombinasi wedang uwuh dengan cincau hitam (Widyaningsih 
et al., 2020) dan daun kelor (Widanti et al., 2019) dapat meningkatkan kandungan 
bioaktif. Salah satu bahan yang dapat dikombinasikan dengan wedang uwuh 
adalah rosella merah. 
Rosella merah merupakan tanaman yang berasal dari keluarga Malvaceae 
yang banyak tumbuh di Indonesia. Pada umumnya, masyarakat mengkonsumsi 
rosella merah dalam bentuk seduhan tunggal dari kelopak rosella merah (teh 
herbal). Namun demikian, menggabungkan rosella merah dengan rempah-rempah 
lain dalam formulasi minuman memiliki kandungan antioksidan yang lebih tinggi 
daripada seduhan tunggal rosella (Wijaya, 2017). Salah satu minuman yang terdiri 
dari campuran rempah-rempah adalah wedang uwuh. 
Rosella merah identik dengan rasa asam sehingga memberikan sensasi 
segar yang berasal dari vitamin C, asam sitrat, asam malat dan asam glikolik (Herti 
dan Lusi, 2008). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa rosella merah memiliki 
efek positif terhadap kesehatan seperti menurunkan tekanan darah (McKay et al., 
2010), menurunkan profil lemak (Mozaffari-Khosravi et al., 2009), meningkatkan 
enzim antioksidan di hati (Okoko dan Oruambo, 2008), mempunyai efek anti 
inflamasi, analgesik (Reanmongkol dan Itharat, 2007), melindungi kerusakan hati 
(Tseng et al., 1997), serta mencegah peningkatan MDA serum akibat paparan 





Banyaknya manfaat kesehatan dari tanaman rosella disebabkan karena 
kandungan senyawa fitokimia di seluruh bagian tanaman, yaitu daun, batang dan 
buah rosella yang meliputi fenol, alkaloid, tanin, flavonoid, saponin, asam organik, 
antosianin, dan polisakarida (Mungole dan Chaturvedi, 2011; Da-Costa-Rocha et 
al., 2014) yang memberikan efek antioksidan pada rosella merah, sehingga dapat 
mencegah penyakit degeneratif akibat radikal bebas (Murray, 2009) seperti asap 
rokok.  
Rokok merupakan salah satu produk yang banyak beredar di masyarakat 
dan sudah menjadi gaya hidup. Asap rokok mengandung lebih dari 4000 jenis 
senyawa kimia dan 200 diantaranya bersifat racun (CCOHS, 2011). Paparan asap 
rokok dapat membentuk radikal bebas di dalam tubuh (Pham Huy et al., 2008). 
Produksi radikal bebas yang besar akan mempengaruhi sistem imun melalui 
aktivasi sinyal intraseluler pada sel endotel yang memicu aktivasi dan 
pembentukan mediator inflamasi (Lee et al., 2012) yang berperan penting 
terhadap perkembangan dari patogenesis penyakit paru-paru (Chao et al., 2013). 
 Imunomodulator merupakan senyawa yang dapat mengembalikan dan 
memperbaiki sistem imun yang terganggu. Imunomodulator bekerja dengan cara 
stimulasi (imunostimulan) dan menormalkan reaksi imun yang abnormal 
(imunosupresan) (Mao et al., 2019). Sejak jaman dahulu, terapi imunomodulator 
dilakukan dengan menggunakan bahan alami karena mempunyai efek samping 
yang minim, salah satunya adalah wedang uwuh. 
Penelitian Widyaningsih et al. (2020) menunjukkan bahwa pemberian 
wedang uwuh cincau hitam menunjukkan aktivitas imunomodulator dengan 
menghambat sitokin pro-inflamasi (IFN-ɣ dan TNF-α) dan anti-inflamasi (IL-10 dan 
TGF-ß) pada tikus diabetes. Namun sayangnya, penelitian mengenai kombinasi 
wedang uwuh dengan bahan lain seperti rosella merah dan aktivitas 
imunomodulator wedang uwuh terhadap paparan asap rokok sangat terbatas. 
 Berdasarkan hal tersebut maka penelitian ini dilakukan untuk 
mengeksplorasi potensi wedang uwuh berbasis rosella merah sebagai 
imunomodulator pada tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok, serta 









1.2 Rumusan Masalah 
1. Bagaimana formula optimal wedang uwuh yang terdiri dari rosella merah, 
secang, cengkeh dan kayu manis yang mempunyai aktivitas antioksidan 
optimum? 
2. Bagaimana potensi wedang uwuh berbasis rosella merah sebagai 
imunomodulator pada tikus yang diberi paparan asap rokok? 
3. Bagaimana efek pemberian wedang uwuh berbasis rosella merah terhadap 
kadar SOD dan MDA serum pada tikus yang diberi paparan asap rokok? 
4. Bagaimana efek pemberian wedang uwuh berbasis rosella merah terhadap 
jaringan paru-paru dan hati pada tikus yang diberi paparan asap rokok? 
1.3 Tujuan 
1. Mendapatkan formula optimal wedang uwuh yang terdiri dari rosella merah, 
secang, cengkeh dan kayu manis yang mempunyai aktivitas antioksidan 
optimum 
2. Mengevaluasi potensi wedang uwuh berbasis rosella merah sebagai 
imunomodulator pada tikus yang diberi paparan asap rokok 
3. Mengevaluasi efek pemberian wedang uwuh berbasis rosella merah terhadap 
kadar SOD dan MDA serum pada tikus yang diberi paparan asap rokok 
4. Mengevaluasi efek pemberian wedang uwuh berbasis rosella merah terhadap 
jaringan paru-paru dan hati pada tikus yang diberi paparan asap rokok 
1.4 Manfaat 
 Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai kajian 
ilmiah untuk mengeksplorasi wedang uwuh berbasis rosella merah sebagai produk 
minuman yang memiliki sifat fungsional dan pencegahan terhadap dampak negatif 





II. TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Asap Rokok 
 Indonesia merupakan salah satu negara dengan prevalensi perokok 
terbesar di dunia. Jumlah produksi rokok pada tahun 2018 sebanyak 332,38 milyar 
batang dan terus meningkat seiring dengan peningkatan jumlah perokok (Tobacco 
Control Support Center IAKMI, 2020). Data dari WHO pada tahun 2015, 
menyebutkan bahwa terdapat 72 juta perokok yang diperkirakan akan semakin 
meningkat pada tahun 2025 menjadi sebanyak 96 juta orang. Prevalensi perokok 
pria di Indonesia 67,4% dan wanita sebesar 4,5% (WHO, 2011). Selain itu, 
terdapat 19,2% pelajar, 38,3% anak laki-laki, dan 2,4% anak perempuan yang 
sudah menghisap rokok (WHO, 2020). 
Rokok mengandung 4000 jenis bahan kimia dan 200 jenis diantaranya 
bersifat racun (CCOHS, 2011) sehingga berbahaya bagi kesehatan. Merokok 
merupakan penyebab utama dari beberapa penyakit saluran pernafasan, salah 
satunya adalah penyakit paru obstruktif kronik (PPOK) (Nagorni-Obradović et al., 
2006). WHO memperkirakan mortalitas PPOK yang berkaitan dengan rokok di 
negara dengan pendapatan tinggi sebesar 73% dan negara dengan pendapatan 
menegah kebawah sebesar 40% (Mannino dan Buist, 2007). Asap rokok dapat 
dipisahkan oleh filter menjadi fase gas dan partikel. Fase gas mengoksidasi dan 
fase partikel mereduksi dengan lemah, namun keduanya mengandung radikal 
bebas. Kandungan asap rokok dapat dilihat pada Tabel 2.1. 
Tabel 2.1 Kandungan Asap Rokok 
Fase  Kandungan 
Gas Nitrogen, amonia (NH3), karbon monoksida (CO), CO2, NO*, NO2*, 
hidrogen sianida (HCN), aldehida volatil (seperti ethanal, 
formaldehida, akrolein, crotonaldehid), benzena, toluena, aseton, 
vinil klorida, hidrokarbon tidak jenuh (seperti butadiena, isoprena), 
metilamina, nitropropana 
Partikel Tar, nikotin, logam (seperti kadmium, timah, aluminium, nikel, besi, 
mangan, kromium, arsen), fenol/semikuinon/kuinon, hidrokarbon 
karsinogenik (seperti benzopiren, benzantrasena, chrysene), 
karsinogen lain (seperti nitrosamin), asam lemak 
Sumber : Halliwell dan Gutteridge (2015) 
 Aliran asap rokok dapat dibagi menjadi dua yaitu aliran saat rokok dihisap 
(mainstream) melewati filter dan aliran asap yang tidak dihisap (sidestream) atau 





et al., (2010), sidesteam mempunyai hasil pembakaran yang lebih banyak 
daripada mainstream sehingga menyebabkan perokok pasif mempunyai efek 
paparan asap rokok yang lebih besar daripada perokok aktif. Sidesteam 
mengandung karbon monoksida (5 kali), amonia (46 kali), nikel (3 kali), dan 
nitrosamina (50 kali), serta tar dan nikotin (3 kali) yang lebih tinggi daripada 
mainsteam sehingga zat racun yang dihasilkan juga lebih tinggi. Tiga komponen 
toksik utama yang terdapat dalam rokok adalah karbonmonoksida, tar dan nikotin. 
Karbonmonoksida dapat bertahan selama beberapa jam di dalam ruangan setelah 
perokok berhenti merokok (Rufaidah, 2012). Komponen asap kimia pada asap 
rokok mainstream dan sidestream dapat dilihat pada Tabel 2.2 dan Tabel 2.3. 
 







Nikotin 100-3000 Scopoletin 15-30 
Nornikotin 5-150 Polifenol lainnya - 
Anatabin 5-15 Cyclotenes 40-70 
Anabasin 5-12 Quiñónez 0,50 
Alkaloid tembakau lainnya - Solanesol 600-1000 
Bipyridyl 10-30 Neophytadienes 200-350 
n-Hentriakontan 100 Limonene 30-60 
Total nonvolatil HC 300-400 Terpenes lain - 
Naftalena 2-4 Asam asetat 100-150 
Naftalena lainnya 3-6 Asam stearat 50-75 
Fenantrena 0,20-0,40 Asam oleat 40-110 
Antracena 0,05-0,10 Asam linoleat 150-250 
Fluorenes 0,60-1,00 Asam linolenat 150-250 
Pyrenes 0,30-0,50 Asam laktat 60-80 
Fluoranthenes 0,30-0,45 Indole 10-15 
Karsinogen PAH 0,10-0,25 Skatole 12-16 
Fenol 80-160 Indoles lainnya - 





Katekol lainnya 100-200 Benzofuranes 200-300 
Dihydroxybenzenes 
lainnya 
200-400   

















(% Aliran Asap 
Rokok) 
Nitrogen 
280-120 mg  
(56-64%) 
Metil format 20-30 µg 
Oksigen 





Karbon dioksida 45-65 mg (9-13%) Formaldehida 20-100 µg 
Karbon 
monoksida 
14-23 mg (2-5%) Asetaldehida 400-1400 µg 
Air 
7-12 mg  
(1,5-2,5%) 
Akrolein 60-140 µg 




Hidrogen 0,5-1,0 mg Aseton 100-650 µg 






100-680 µg Metanol 80-100 µg 




Hidrogen sulfida 20-90 µg Asetonitril 100-150 µg 
Metana 1,0-2,0 mg Nitril volatil lain 50-80 µg 







Isoprena 0,2-0,4 mg Piridina 20-200 µg 
Butadiena 25-40 µg Picoline 15-80 µg 
Asetilena 20-35 µg 3-Vynilpyridine 7-30 µg 




Toluena 5-90 µg Pirol 0,1-10 µg 







Asam format 200-600 µg Pirazina volatil 3,0-8,0 µg 
Asam asetat 300-1700 µg Metil amina 4-10 µg 




Sumber : Tirtosastro dan Murdiyati (2010) 
 
 Beberapa penelitian menunjukkan bahwa asap rokok dapat memicu 





(Kalra et al., 2000), memicu pelepasan sitokin proinflamasi seperti IL-8 (interleukin-
8), IL-6 (interleukin-6), TNF-α (tumor necrosis factor alpha) dan NF-κB (nuclear 
factor kappa-light-chain-enhancer dari sel B yang teraktivasi) (Kode et al., 2006; 
Lee et al., 2012; Kusumastuty et al., 2015). Penelitian lain menunjukkan bahwa 
efek akut dari asap rokok (Acute Effect of Cigarette Smoke) dapat mengakibatkan 
efek supresif terhadap eosinofil dan beberapa sitokin proinflamasi akibat pengaruh 
yang ditimbulkan oleh CO baik secara langsung dari asap rokok maupun yang 
diproduksi oleh heme oxigenase-1 (HO-1) dalam sel paru-paru yang mengalami 
inflamasi (Chang et al., 2010; Chang et al., 2007). 
2.1.1 Radikal bebas 
 Radikal bebas merupakan sekelompok zat kimia yang sangat reaktif 
karena memiliki satu atau lebih elektron yang tidak memiliki pasangan (Halliwell 
dan Gutteridge, 2007) sehingga akan terus bergerak untuk mencari pasangan 
elektronnya dan akan membentuk reaksi rantai yang menyebabkan kerusakan dan 
menghancurkan DNA dalam sel sehingga dapat mempercepat dari timbulnya 
kanker dan masalah kesehatan lainnya. Zat eksogen (radiasi, zat kimia, asap 
rokok, karsinogen dan lain-lain) dan endogen (fibroblast, NADPH oksidase, reaksi 
pernapasan, sel inflamasi, sel endotel) dapat menghasilkan radikal bebas di dalam 
sel dan sekitarnya (Pham Huy et al., 2008).  Radikal bebas di dalam asap rokok 
berada dalam jumlah yang sangat tinggi sehingga dapat menyebabkan gangguan 
ataupun kelainan pada saluran pernafasan mulai dari trakea sampai pada alveoli 
paru (Nurliani et al., 2012). 
 
Tabel 2.4 Kerusakan organ oleh stres oksidatif 
Organ Dampak 
Paru-paru Asma, bronkitis kronis 
Ginjal Glomerulonefritis, gagal ginjal kronik 
Sendi Radang sendi, rematik 
Otak 
Penyakit Alzheimer, penyakit Parkinson, kehilangan ingatan, 
depresi, stroke 
Mata Katarak, penyakit retinal 
Janin Preeklamsia, hambatan pertumbuhan IU 
Pembuluh 
jantung 
Arteriosklerosis, hipertensi, iskemia, kardiomiopati, gagal 
jantung 
Multi-organ Kanker, diabetes, infeksi peradangan, penuaan 






Konsentrasi antara antioksidan yang rendah dan pro-oksidan yang tinggi 
dapat menimbulkan stres oksidatif (Sen et al., 2010). Stres oksidatif terjadi apabila 
radikal bebas tidak cukup dinetralisir oleh antioksidan tubuh. Stres oksidatif 
merupakan penyebab dari kerusakan metabolisme dan kematian sel. Nilai MDA 
(malondialdehyde) merupakan indikator dari peroksida lipid dan dapat digunakan 
sebagai indikator stres oksidatif dalam serum (Jyothi et al., 2008). Beberapa 
kerusakan organ oleh stres oksidatif dapat dilihat pada Tabel 2.4. 
2.1.2 Dampak asap rokok terhadap paru-paru 
Setiap tahun, lebih dari 400 ribu orang di Amerika Serikat meninggal dunia 
akibat akibat rokok (Onor et al., 2017). Sedangkan di Indonesia, sebanyak lebih 
dari 225 ribu orang yang meninggal akibat rokok setiap tahunnya (WHO, 2020). 
Paparan asap rokok dapat menimbulkan berbagai macam gangguan kesehatan, 
salah satunya adalah peningkatan tekanan darah (hipertensi), jantung koroner 
hingga kanker paru-paru (Sara, 2018). Rokok merupakan salah satu penyebab 
utama kematian akibat kaker dengan jumlah kematian mencapai 30% (Benowitz 
dan Brunetta, 2010). Senyawa karsinogenik pada asap rokok akan menempel 
pada DNA manusia sehingga terjadi kerusakan DNA dan mutasi genetik. 
Perubahan genetik ini menyebabkan pertumbuhan sel yang tidak terkontrol dan 
menghambat mekanisme pertumbuhan sel secara normal sehingga terjadi kanker 
(USDHHS, 2014). Kasus kematian yang berhubungan dengan asap rokok dapat 
dilihat pada Tabel 2.5. 
 
Tabel 2.5 Kasus kematian yang berhubungan dengan asap rokok 
Penyebab penyakit Jumlah 
Kanker akibat merokok 6.857.000 
Penyakit kardiovaskular dan penyakit metabolik 7.787.000 
Penyakit pernafasan 3.804.000 
Kanker paru-paru akibat perokok pasif 263.000 
Sumber: USDHHS (2014) 
 
 Asap rokok menyebabkan efek terhadap kesehatan karena adanya 
senyawa kompleks radikal bebas yang dihasilkan dari asap tembakau sehingga 
terjadi peningkatan stress oksidatif, infalamasi dan kerusakan DNA (USDHHS, 
2014). Senyawa toksin pada rokok tembakau ditransfer dari paru-paru ke aliran 





 Rokok juga berhubungan dengan penyakit paru kronis, dimana rokok 
tembakau merupakan penyebab utama PPOK (Penyakit Paru Obstruktif Kronis) di 
Amerika Serikat (Rakel dan Huston, 2011; Global Initiative for Chronic Obsructive 
Lung Disease (2017). Hal tersebut terjadi karena hilangnya silia di paru-paru yang 
merupakan tonjolan tipis yang berfungsi untuk mengeluarkan lendir yang 
menangkap kotoran paru-paru, kemudian terjadi hiperplasia kelenjar lendir dan 
peradangan yang mengakibatkan kerusakan fungsi paru menjadi tidak normal 
(USDHHS (2014); USCDCP (2010). 
 Rokok juga dapat memperparah asma pada orang dewasa. Hal ini terjadi 
karena adanya inflamasi kronis pada saluran pernapasan, gangguan pembersihan 
mukosiliar, peningkatan hiper-responsif bronkus serta peningkatan sel Thelper 
(Th2), produksi IgE dan sesitisasi alergi yang lebih besar (USDHHS, 2014); 
USCDCP, 2010). Selain itu merokok juga meningkatkan risiko penyakit 
tuberkulosis dan kematian akibat tuberkulosis (USDHHS, 2014). 
2.2 Sistem Imun 
 Sistem imun merupakan suatu sel dan molekul yang bertanggung jawab 
terhadap infeksi yang terdiri dari lebih kurang satu triliun sel limfosit dan kurang 
dari 100 juta triliun molekul antibodi. Fungsi utama dari sel imun adalah untuk 
pengenalan terhadap antigen asing dan menjaga tubuh dari serangan benda asing 
tersebut (Tjokronegoro, 1978). Menurut Mao et al. (2019), sistem imun adalah 
suatu mekanisme perlindungan tubuh terhadap bahaya yang berasal dari benda 
asing yang memasuki tubuh seperti mikroba, virus, sel kanker dan racun yang 
dapat menyebabkan penurunan daya tahan tubuh dan timbulnya penyakit. 
 Peran dasar sebagai sistem imun adalah membedakan dirinya (self) dan 
yang bukan (non-self). Non-self tersebut dapat berupa organisme yang menular, 
organ yang ditransplantasikan ataupun sel endogen yang dapat dianggap asing 
karena kesalahan (Patil et al., 2012). Respon imun sangat dipengaruhi oleh 
kemampuan sistem imun untuk mengenali antigen yang berada pada benda asing 
(patogen potensial) kemudian menimbulkan reaksi yang tepat untuk 
menghilangkan antigen tersebut. Proses pengenalan antigen tersebut dilakukan 
oleh limfosit kemudian diikuti oleh fase efektor yang melibatkan berbagai jenis sel. 
Limfosit harus dapat mengenali semua antigen pada patogen potensial dan disaat 
yang sama harus dapat mengabaikan molekul-molekul jaringannya (toleransi). 
Pada kondisi patologik tertentu, sel-sel pada sistem imun akan membentuk auto-





dirinya dan benda asing (Kresno, 2010). Respon imun terhadap benda asing 
dibagi menjadi dua yaitu sistem imun innate atau bawaan (alami atau non spesifik) 
dan sistem imun adaptif (didapat atau spesifik). 
2.2.1 Sistem imun bawaan 
 Sistem imun bawaan merupakan pertahanan utama terhadap benda asing 
seperti patogen dengan respon yang cepat dan tidak ditunjukkan antigen terlebih 
dahulu dalam sistem kerjanya. Beberapa yang termasuk dalam sistem imun 
bawaan antara lain granulosit, mast sel, makrofag dan sel dindritik. Sifat dari 
respon imun bawaan tergantung dari jenis infeksinya. Sistem imun bawaan 
diaktivasi saat sel mengggunakan serangkaian reseptor khusus (terspesialisasi) 
untuk mengenali jenis mikroorganisme (bakteri, virus dan lain-lain) yang dapat 
memasuki inang kemudian ikatan dengan reseptor tersebut akan mengaktivasi 
sejumlah kecil makanisme dasar dalam pengeluaran (pembuangan) mikroba 
seperti pelepasan interferon antivirus, ataupun fagositosis bakteri oleh makrofag 
dan neutrofil (Play dan Chain, 2009; Turvey dan Broid, 2010; Bonila dan Oettgen, 
2010; Murphy et al., 2007). 
2.2.2 Sistem imun adaptif 
 Sistem imun adaptif merupakan mekanisme pertahanan untuk mencegah 
inviasi dari mikroorganisme atau bahan eksogen yang timbul dari adanya reaksi 
terhadap serangan benda asing melalui fagositosis oleh neutrophil dan monosit 
(makrofag), pelindungan (barrier) kimia dengan cara sekresi secara internal 
maupun eksternal (lisozim dalam jaringan mucus, air mata, laktoperksidase dalam 
saliva) dan  protein darah (interferon, sistem kinin, dan komplemen) serta sel NK 
(natural killer) (Fitzsmmons et al., 2014). 
 Sistem imun adaptif mempunyai respon yang lambat hingga berhari-hari 
namun akan berkembang dan membentuk memori imunologis. Berdasarkan sifat 
khusus limfosit yang dapat merespon secara selektif terhadap ribuan antigen 
(benda asing) yang berbeda menyebabkan terbentuknya memori spesifik dan 
perubahan menetap dari pola respon. Dengan demikian sistem adaptif dapat 
berfungsi dengan sendirinya untuk melawan antigen tertentu akan tetapi sebagian 
besar efeknya muncul melalui interaksi antibodi dengan sel fagosit dan 
komplemen dari sistem imun bawaan dan sistem imun adaptif (sel T) dengan 
makrofag (Play dan Chain, 2009; Turvey dan Broid, 2010; Bonila dan Oettgen, 





 Setiap jenis limfosit mempunyai fungsi yang berbeda-beda. Respon imun 
adaptif diperantarai oleh dua jenis limfosit yaitu limfosit B (sel B) dan limfosit T (sel 
T). Limfosit B berfungsi untuk imunitas humoral yang diperantarai oleh antibodi 
yang bersirkulasi atau beredar (imunoglobulin). Sedangkan limfosit T berfungsi 
sebagai imunitas yang diperantarai sel T yang membunuh target secara langsung 
atau menstimulasi aktivitas leukosit (Fitzsmmons et al., 2014). 
2.3 Imunomodulator 
 Sistem imun tubuh merupakan pertahanan untuk melindungi tubuh dari 
agen penyerang. Imunomodulator merupakan zat atau senyawa yang dapat 
merangsang, menekan atau memodulasi komponen sistem imun termasuk respon 
imun bawaan (non spesifik) dan adaptif (spesifik) untuk pengaruhnya terhadap 
sistem kekebalan tubuh (Das et al., 2014). Imunomodulator dapat mengembalikan 
dan memperbaiki sistem imun yang terganggu dengan cara memperbaiki sistem 
imun melalui stimulasi (imunostimulan) dan menormalkan reaksi imun yang 
abnormal (imunosupresan) (Mao et al., 2019). 
 Berdasarkan fungsinya imunomodulator dibagi menjadi 3 kelompok yaitu 
imunostimulator, imunoregulator dan imunosupresor. Imunostimulator berfungsi 
untuk meningkatkan fungsi dan aktivitas imun. Imunoregulator berfungsi untuk 
meregulasi sistem imun. Imunosupresor berfungsi untuk menghambat atau 
menekan aktivitas sistem imun (Wiedosari, 2007).  
 Imunostimulan merupakan zat-zat yang dapat meningkatkan dan 
memperbaiki sistem imun dengan menggunakan bahan-bahan yang dapat 
merangsang sistem imun seperti bahan yang berasal dari bakteri dan jamur 
(seperti lipopolisakarida (LPS), muramil dipeptida (MDP) dan glukan), thymic factor 
(seperti thymosin), obat sintetis (seperti levamisol dan isoprinosin), antibodi 
monoklonal dan poliklonal, sitokin rekombinan serta vaksin (seperti antigen) 
(Bascones-Martinez et al., 2014).  
 Imunosupresan adalah zat yang digunakan untuk menekan respon imun 
terutama untuk mencegah reaksi penolakan pada proses transplantasi organ serta 
untuk mengobati penyakit autoimun (Lee et al., 2010). Bahan yang digunakan 
sebagai imunosupresan seperti obat pengikat imunofilin (seperti siklosporin), 
glukotikoid (golongan hormon steroid), antibodi anti-limfosit (antibodi poliklonal dan 
antitimosit), serta antibodi monoklonal (moromonab, anti-sitokin dan anti-reseptor) 






 Antioksidan merupakan senyawa yang dapat mencegah terjadinya 
penyakit degeneratif akibat radikal bebas (Murray, 2009). Antioksidan menetralisir 
radikal bebas karena mempunyai berat molekul yang rendah dan bersifat cukup 
stabil sehingga dapat menyumbangkan elektron ke senyawa radikal bebas dengan 
cara radical scavenging (Lobo et al., 2010).  
 Berdasarkan sumbernya, antioksidan berasal dari dua tempat yaitu 
antioksidan yang sudah diproduksi di dalam tubuh manusia atau disebut dengan 
antioksidan endogen, dan antioksidan yang diperoleh dari makanan atau disebut 
dengan antioksidan eksogen (Anbudhasan et al., 2014). Antioksidan berperan 
sebagai sistem pertahanan terhadap radikal bebas. Namun produksi antioksidan 
dalam tubuh secara alami tidak mampu untuk mengimbangi terhadap peningkatan 
produksi radikal bebas akibat beberapa faktor seperti  stres, radiasi UV (ultra 
violet), polusi udara dan lingkungan (Jin et al., 2012) sehingga perlu ditingkatkan 
sistem pertahanan terhadap radikal bebas dengan penambahan antioksidan dari 
luar. 
 Antioksidan eksogen dapat diperoleh dari antioksidan sintetis yang banyak 
digunakan pada produk pangan seperti BHA (butil hidroksi anisol), BHT (butil 
hidroksi toluen), TBHQ (tertiary butylhydroquinone), dan propil galat (Anbudhasan 
et al., 2014). Akan tetapi, BHA dan BHT mempunyai volatilitas yang tinggi dan 
tidak stabil pada suhu tinggi sehingga dapat bersifat karsinogen (Lobo et al., 2010) 
dan menyebabkan efek samping seperti timbulnya gejala rhinitis, sakit kepala, 
asma dan menyebabkan dermatitis (Anbudhasan et al., 2014).  
 Selain antioksidan sintetis, antioksidan juga dapat diperoleh dari bahan 
alam seperti bagian-bagian tumbuhan yaitu kayu, akar, daun, buah, biji, bunga, 
dan bagian lain dari tumbuhan. Tumbuhan mengandung mikronutrien seperti 
vitamin A, vitamin C, vitamin E, asam folat, karatenoid, antosianin dan polifenol 
yang mempunyai kemampuan untuk menangkap radikal bebas sehingga dapat 
dijadikan sebagai pengganti antioksidan sintetis (Gill et al., 2002). Asupan pangan 
harian seperti buah dan minuman berbasis tumbuhan seperti jus, teh kopi dan 
anggur merah (red wine), serta sayur, sereal, coklat, dan kacang-kacangan 
berkonstribusi pada intake polifenol dalam diet (Scalbert et al., 2005). 
 Berbagai faktor dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan seperti 
konsentrasi antioksidan, suhu, tekanan oksigen, kompenen kimia seperti protein 





bebas dapat berbeda tergantung dari variasi mekanisme dan struktur kimia. Hal 
penting dalam mekanisme tersebut adalah reaksi dengan radikal bebas lipid dan 
membentuk produk non-aktif. Oksigen bebas di udara akan mengoksidasi ikatan 
rangkap pada asam lemak yang tidak jenuh dan membentuk radikal bebas. 
Radikal bebas yang terbentuk akan berekasi dengan oksigen dan menghasilkan 
peroksida aktif. Apabila dalam suatu asam lemak yang terdapat dalam lipid tidak 
mengandung antioksidan, maka peroksida aktif tersebut akan bereaksi dengan 
ikatan rangkap lemak. Sedangkan apabila terdapat antioksidan maka peroksida 
aktif tersebut akan bereaksi dengan antioksidan dan menghentikan pembentukan 








O2 → ROO* Radikal bebas Oksigen Peroksida aktif 
Gambar 2.1 Prinsip kerja antioksidan (Sayuti dan Yenrina, 2015) 
2.5 Senyawa Antioksidan yang Memiliki Kemampuan Imunomodulator 
2.5.1 Fenol 
 Senyawa fenolik merupakan senyawa bioaktif yang banyak ditemukan 
pada tumbuhan, buah-buahan dan sayuran. Senyawa fenolik mempunyai gugus 
hidroksil yang terikat pada cincin benzena, sedangkan polifenol merujuk pada 
struktur yang terdiri dari satu atau lebih cincin benzena dan lebih dari satu gugus 
hidroksil (Blainski et al., 2013).  
 Umumnya dikenal tiga kelompok besar dari polifenol dalam tanaman yaitu 
asam fenolat, flavonoid dan non flavonoid.  Asam fenolat terdiri dari satu cincin 
fenol, sedangkan flavonoid terdiri dari dua cincin fenol yang dihubungkan oleh tiga 
jembatan karbon. Sebagian besar komponen dari polifenol adalah flavonoid dan 
sebesar 30% merupakan senyawa asam fenolat. Kompleksitas struktur dari 
senyawa fenol menjadikan senyawa tersebut memiliki berbagai jenis bentuk 
pengelompokan dan penamaan seperti mengklasifikasikannya menjadi lima 
kelompok yaitu asam fenolat, stilbenes, flavonoid, lignan dan asam galat (Zhang 
dan Tsao, 2016). 
 Proses pengolahan dapat mempengaruhi kandungan senyawa fenolik 
pada bahan. Hal tersebut diakibatkan karena beberapa kandungan senyawa 





beberapa golongan fenolik lainnya seperti flavonoid memiliki ketahanan terhadap 
panas dan penyimpanan yang lama (Manach et al., 2004). 
 Kemampuan dari senyawa fenolik sebagai antioksidan didukung oleh 
kemampuannya dalam menyumbang elektron atau atom hidrogen dari gugus 
hidroksil (Zhang dan Tsao, 2016). Senyawa ini akan menangkap anion peroksida, 
lipid radikal, hidroksil radikal dan reactive oxygen species (ROS). Selain itu, 
senyawa fenolik turunan yang berasal dari tumbuhan dapat menghambat proses 
penuaan dan menurunkan resiko penyakit neurodegeneratif seperti penyakit 
alzheimer, parkinson ataupun cedera otak iskemik (Shahidi dan Ambigaipalan, 
2015; Jakubczyk et al., 2020). 
 Dalam perannya terhadap imun, senyawa fenolik bekerja  dengan cara 
menghalangi produksi dari sitokin pro-inflamasi, serta meregulasi sistem imun dan 
ekspresi gen (Ding et al., 2018). Senyawa fenolik mengaktivasi NF-κB (nuclear 
factor kappa-light-chain-enhancer dari sel B yang teraktivasi), memodulasi MAPK 
(mitogen-activated protein kinase) serta jalur asam arakidonat (Yahfoufi et al., 
2018). 
2.5.2 Flavonoid 
 Flavonoid merupakan kelompok senyawa polifenol yang jenisnya sangat 
banyak dan merupakan salah satu kelompok senyawa metabolit sekunder yang 
banyak ditemukan dalam jaringan tumbuhan. Keberadaanya pada konsumsi 
pangan seperti buah dan sayuran memiliki peran positif terhadap kesehatan (Babu 
et al., 2013).  
 Flavonoid mempunyai struktur kimia C6-C3-C6 dan memiliki kerangka dari 
satu cincin aromatik A, satu cincin aromatik B serta cincin tengah berupa 
heterosiklik yang mengandung oksigen. Sebagai salah satu senyawa yang 
mempunyai aktivitas antioksidan, flavonoid berperan dengan cara mendonasikan 
atom  hidrogennya atau melalui kemampuannya untuk mengkelat logam, berada 
dalam bentuk glukosida (mengandung rantai samping glukosa) ataupun dalam 
bentuk bebas yang disebut aglikon (Redha, 2010). 
 Selain mempunyai aktivitas antioksidan, flavonoid juga mempunyai 
aktivitas anti-inflamasi. Beberapa mekanisme flavonoid sebagai anti-inflamasi 
antara lain, inaktivasi NF-κB, memodulasi MAPK dan jalur asam arakidonat, 
menghambat PI3K (phosphatidylinositide 3-kinase) serta mTORC1 (mechanistic 
target of rapamycin complex 1). Selain itu, flavonoid dapat menurunkan ekspresi 





(nitric oxide) (Yahfouf et al., 2018). Flavonoid juga dilaporkan memiliki peran 
sebagai imunostimulan yang menginduksi peningkatan sekresi sitokin yang terlibat 
dalam proses aktivitas sel T CD4+. Flavonoid memicu regulasi sel T helper dengan 
memacu peningkatan produksi sitokin IL-2 (interleukin 2) (Lyu dan Park, 2005). 
2.6 Kelopak Rosella Merah 
 Rosella merah (Hibiscus sabdariffa L.) tanaman yang berasal dari famili 
Malvaceae yang mempunyai banyak manfaat kesehatan (Pangaribuan, 2016). 
Tingginya nilai kemanfaatan tanaman rosella disebabkan karena kandungan 
senyawa fitokimia di seluruh bagian tanaman, yaitu daun, batang dan buah rosella. 
Komponen fitokimia potensial tersebut meliputi fenol, alkaloid, tanin, flavonoid, 
saponin, asam organik, antosianin, dan polisakarida (Mungole dan Chaturvedi, 
2011; Da-Costa-Rocha et al., 2014). Kandungan fitokimia rosella merah dapat 
dilihat pada Tabel 2.6. 












Hydroxycitric acid, Hibiscus acid, 3‐Caffeoylquinic 
acid, Delphinidin 3‐sambubioside, 3‐p‐
Coumaroylquinic acid, Cyanidin 3‐sambubioside, 5‐
Caffeoylquinic acid, 4‐Caffeoylquinic acid, Myricetin 
3‐sambubioside, 5‐p‐coumaroylquinic acid, 
Quercetin 3‐sambubioside, 5‐O‐Caffeoylshikimic 
acid, Quercetin 3‐rutinoside, Quercetin 3‐glucoside, 
Kaempferol 3‐O‐rutinoside, malvidin, peonidin, 
pelargonidin 
Ethanol Ascorbic acid, β-carotene, Lycopene, Delphinidin-3-




Hydroxycitric acid, Hibiscus acid, Hibiscus acid 
hydroxyethylesther, Delphinidin-3-sambubioside, 
Chlorogenic acid, Cryptochlorogenic acid, Methyl 
digallate, 2-O-trans-caffeoyl-hydroxicitric acid, 1-O-
caffeoylquinic acid, Myricetin-3-arabinogalactoside, 
Coumaroylquinic acid, Hibiscus acid 
hydroxyethyldimethylesther, Quercetin-3- 
sambubioside, 5-O-caffeoylshikimic acid, 2-O-trans-













Myricetin, N-feruloyltyramine, Quercetin, 
Kaempferol. 
Aqueous Protocatechuic acid, Rutin, Hydroxycitric acid, 
Hibiscicus acid, Chlorogenic acid (isomer I), 
Chlorogenic acid, Chlorogenic acid (isomer II), 
Myricetin-3-arabinogalactose, Quercetin-3-








Neochlorogenic acid, Chlorogenic acid, 
Cryptochlorogenic acid, Rutin, Isoquercitin, 
Kaempferol-3-o-rutinoside, Kaempferol-3-o-
glucoside, Quercetin, Kaempferol, 5-
(hydroxymethyl)furfural, Caffeoylshikimic acid, 
Epigallocatechin, Epigallocatechin gallate. 
Aqueous Hydroxycitric acid, Hibiscus acid, Chlorogenic acid 
and its isomers, Myricetin 3-arabinogalactoside, 
Quercetin 3- sambubioside, Quercetin 3-rutinoside, 
Quercetin 3-glucoside, 5-O-Caffeoylshikimic acid, 
Kaempferol 3-Orutinoside, N-Feruloyltyramine, 
Kaempferol 3-(p-coumarylglucoside), Quercetin, 
Delphinidin 3-sambubioside, Cyanidin 3-
sambubioside, 7-Hydroxycoumarin, 
Epigallocatechin, Epigallocatechin gallate. 
Sumber: Laskar dan Mazumber (2020) 
  
Gambar 2.2 Kelopak rosella merah (Riaz dan Chopra, 2018) 
 
Kelopak rosella juga identik dengan rasa asam sehingga memberikan 





vitamin C (0,002-0,005 %), asam sitrat dan asam malat dengan total 13 %, dan 
asam glikolik (Herti dan Lusi, 2008). Kandungan kimia bunga rosella dapat dilihat 
pada Tabel 2.7. 
 
Tabel 2.7 Kandungan gizi bunga rosella per 100 gram bahan 
Komposisi kimia Satuan Jumlah 
Kalori kal 44,00 
Air % 86,20 
Protein g 1,60 
Lemak g 0,10 
Karbohidrat g 11,10 
Serat g 2,50 
Abu g 1,00 
Kalsium mg 160,00 
Fosfor mg 60,00 
Besi mg 3,80 
Betakaroten mg 285,00 
Vitamin C mg 14,00 
Thiamin mg 0,04 
Riboflavin mg 0,60 
Niasin mg 0,50 
Sumber: Herti dan Lusi (2008) 
 
 Kelopak rosella memiliki beberapa kandungan zat seperti gossypetin, 
glukosida, hibiscin, flavonoid, theaflavin, katekin dan antosianin (Widyanto dan 
Nelistya, 2008). Setiap 100 gram bunga rosella mengandung 96 mg antosianin 
(Hermawan et al., 2011). Antosianin pada bunga rosella mempunyai sifat 
antioksidan yang mampu memberikan efek perlindungan terhadap penyakit 
kardiovaskuler, hipertensi, jantung koroner, dan kanker (Putra, 2013). Selain itu, 
kandungan theaflavin dan katekin yang dapat menjaga kadar kolesterol karena 
dapat membatasi penyerapan kolesterol dan meningkatkan pembuangan 
kolesterol dari hati (Lawren, 2014).  
Rosella merah mengandung roseltida (rT1-rT8) yang telah dilaporkan 
mampu menghambat elastase neutrofil manusia dan memperbaiki akumulasi 
cAMP yang distimulasi neutrofil elastase. Roseltida rT1 juga dilaporkan memiliki 
ketahanan yang tinggi terhadap degradasi oleh endopeptidase, HCl 0,2N, dan 
serum manusia (Loo et al., 2016). Beberapa penelitian menunjukkan rosella merah 
efektif dalam menurunkan tekanan darah (McKay et al., 2010), menurunkan profil 





(Okoko dan Oruambo, 2008), anti inflamasi, analgesik (Reanmongkol dan Itharat, 
2007), serta melindungi kerusakan hati (Tseng et al., 1997). Selain itu, rosella 
merah dilaporkan memiliki efektivitas sebagai imunomodulator melalui penurunan 
kadar TNF-α, IL-6, IL-1β, pembentukan edema, Monocyte Chemoattractant 
Protein -1 (MCP-1/CCL2), dan kaskade ACE (Angiotensin Converting Enzyme) 
(Ang I, Ang II, reseptor AT1, reseptor AT2) secara signifikan (Umeoguaju et al., 
2021). 
2.7 Minuman Fungsional Wedang Uwuh 
 Minuman fungsional merupakan salah satu bentuk dari pangan fungsional. 
Minuman fungsional mempunyai tiga fungsi dasar yaitu sensoris (cita rasa enak, 
serta warna dan penampilan yang menarik), bernutrisi (mempunyai nilai gizi), dan 
efek fisiologis (memberikan efek yang menguntungkan bagi tubuh) (Muchtadi, 
2004). Minuman fungsional dikembangkan dalam bentuk formulasi bahan baku 
yang berdasarkan kajian ilmiah dan mempunyai fungsi fisiologis tertentu yang 
terbukti tidak membahayakan bagi tubuh dan bermanfaat bagi kesehatan (BPOM, 
2011). 
 Banyak minuman tradisional dari Indonesia yang memenuhi persyaratan 
sebagai minuman fungsional dengan sumber antioksidan alami seperti minuman 
yang berbasis rempah (jahe, kunyit asam, beras kencur dan lain-lain) (Winarti, 
2010). Wedang uwuh merupakan minuman kesehatan warisan para raja di 
Indonesia yang berpotensi sebagai minuman fungsional dengan antioksidan yang 
tinggi. Beberapa bahan dalam wedang uwuh dapat mencegah dan meminimalkan 
terjadinya penyakit degeneratif, menurunkan kolesterol, osteoporosis, anti diare, 
anti kanker, antimikrobia (Rahmawati, 2011) dan anti diabetes (Widyaningsih et 
al., 2020). 
 Wedang uwuh merupakan minuman tradisional yang berasal dari Imogiri, 
Bantul, Yogyakarta. Julukan uwuh berasal dari bahasa jawa yang artinya adalah 
sampah karena komposisi bahan dari minuman ini tampak seperti sampah daun 
dan ranting serta serutan kayu. Minuman ini terdiri dari campuran rempah khas 
indonesia yang memberikan rasa manis pedas, aroma khas rempah dan berwarna 
merah (Herdiana et al., 2014). Bahan-bahan yang biasanya digunakan dalam 
pembuatan wedang uwuh seperti cengkeh, kayu manis, serutan kayu secang, jahe 
dan biasanya ditambahkan dengan gula batu (Winarti, 2010). Pencampuran 





kandungan antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dalam keadaan terpisah 
(Wijaya et al., 2007). 
2.7.1 Kayu secang 
 Kayu secang (Caesalpinia sappan L.) adalah tanaman yang berasal dari 
famili Caesalphinaceae dan secara empiris mempunyai banyak khasiat terhadap 
kesehatan dan sering dikonsumsi oleh masyarakat sebagai bahan makanan dan 
minuman kesehatan tradisional (Toegel et al., 2012). Tanaman ini mempunyai 
nama yang berbeda-beda di berbagai daerah di Indonesia seperti secang (Sunda, 
Jawa tengah, dan Madura), seupeueng (Aceh), cang (Bali), sappang (Makassar) 
dan kayu sema (Manado).  
 
Gambar 2.3 Kayu secang (Girdthep et al., 2018) 
 Kayu secang mempunyai pigmen alami yang dipengaruhi oleh tingkat 
keasaman. Pada suasana asam (pH 2-4) akan berwarna kekuningan dan 
berwarna merah keunguan pada suasana netral dan alkali (pH 6-8). Pigmen 
secang mengalami ketidakstabilan akibat sinar ultraviolet (UV) dan zat logam (Fe, 
Cu dan Zn), akan tetapi pigmen secang tidak begitu terpengaruh oleh adanya 
oksidator H2O2 dan Na2S2O3 (Padmaningrum et al., 2012).  
 Inti kayu secang biasanya digunakan sebagai pewarna merah untuk 
pewarnaan histologis. Selain itu kayu secang banyak digunakan dalam 
pengobatan tradisional Thailand untuk mengobati TBC (tuberkulosis), diare, 
disentri, infeksi kulit dan anemia (Sireeratawong et al., 2011). Selain itu 
masyarakat di India banyak menggunakan kayu secang untuk penyembuhan luka, 
bisul, epilepsi dan diabetes (Athinarayanana et al., 2017). Dalam pengobatan 
tradisional Tiongkok, kayu secang biasanya digunakan dalam pengobatan 
ammanagogue, hemostatic, analgesic dan antiinflamatory untuk penyakit 





 Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa kayu secang memiliki 
daya antioksidan dengan indeks antioksidatif ekstrak air kayu secang lebih tinggi 
daripada antioksidan komersial (BHT dan BHA) sehingga kayu secang mempunyai 
potensi sebagai agen penangkal radikal bebas (Sugiyanto et al., 2013). Kayu 
secang mengandung komponen fenolik berupa kumarin, xanthone, chalcones, 
flavonoid, homoisoflavonoid, brazilin (C16H14O5), sappanin (C12H12O4), brazilein 
dan minyak atsiri seperti D-α-felandrena, asam galat, osinema dan damar 
(Febriyenti et al., 2018). 
2.7.2 Bunga cengkeh 
 Cengkeh (Syzygium aromaticum L.) merupakan tanaman yang termasuk 
dalam famili Myrtaceae yang dapat ditemukan di beberapa negara seperti India, 
Madagaskar, Sri Lanka, Indonesia dan Cina Selatan (Ibrahim et al., 2015). 
Penggunaan cengkeh dalam industri atau yang lainnya adalah disebabkan karena 
cengkeh mempunyai aroma khas yang sedap yang berasal dari senyawa eugenol 
pada minyak atsiri cengkeh. Eugenol berkonstribusi sebanyak 72-90% pada 
minyak atsiri cengkeh (Kamatou et al., 2012). Selain itu kandungan lain yang 
terdapat pada minyak atsiri cengkeh adalah eugenyl asetat, β-carophyllen, metil 
salisilat, pinene, vanilin (Nurdjannah et al., 2012), dan α-humulene (Jirovetz et al., 
2006). 
 
Gambar 2.4 Bunga cengkeh (Ryu et al., 2016) 
 Semua bagian dari tanaman cengkeh mengandung minyak atsiri namun 
kandungan atsiri yang paling tinggi berada pada bagian bunganya (Diego dan 
Wanderley, 2014) yaitu sebesar 10-20%, sedangkan pada tangkainya sebesar 5-
10% dan pada daunya sebesar 1-4% (Pavithra, 2014). Minyak atsiri pada bunga 
cengkeh terletak dalam kelenjar skizolisegin pada sel epidermis atas dan bawah 





 Minyak atsiri cengkeh mempunyai sifat sebagai stimulan, anestik lokal, 
karminatif, antiemetik, antiseptik dan antispasmodik (Pavithra, 2014). Eugenol 
sebagai antioksidan berpedan dalam menghambat peroksidasi lipid dan juga 
sebagai pengikat yang kuat terhadap ROS (reactive oxygen species) (Banerjee et 
al., 2006). Selain itu cengkeh juga dapat meningkatkan ketahanan tubuh terhadap 
penyakit dengan meningkatkan sistem imun, namun konsumsi cengkeh yang 
berlebih dapat menyebabkan gangguan pencernaan berupa iritasi pada membran 
mukus (Bhowmik et al., 2012). 
 Cengkeh menjadi salah satu sumber dari senyawa fenolik seperti flavonoid, 
asam hidroksibenzoat, asam hidroksisinamat dan propen hidroksienil. Eugenol 
merupakan senyawa bioaktif utama yang terdapat pada cengkeh dan ditemukan 
sekita 9381,70 hingga 14650,00 mg/100 g pada bahan segar. Asam fenolat yang 
terdapat pada cengkeh antara lain kafein, ferulat, elagic dan asam salisilat. 
Flavonoid yang terkandung dalam konsentrasi rendah pada cengkeh antara lain 
kaemferol, kuersetin dan derivatnya (glycosilated) (Cortés-Rojas et al., 2014). 
Embuscado (2015) menambahkan bahwa senyawa lain yang berperan sebagai 
antioksidan pada cengkeh adalah asam-asam fenolat (asam galat), flavonol 
glukosida dan tanin. 
2.7.3 Kayu manis 
 Kayu manis (Cinnamomum verum) merupakan salah satu jenis rempah 
yang banyak diperdagangkan berbagai negara di Asia dan Indonesia merupakan 
salah satu negara penghasil kayu manis terbesar di dunia (Widiyanto, 2013).  
 
Gambar 2.5 Kulit kayu manis (Singh et al., 2020) 
 Kayu manis merupakan sejenis pohon dengan kulit batang yang 
mempunyai aroma kuat (manis) dan pedas yang khas. Aroma yang khas tersebut 
disebabkan oleh senyawa oleoresin. Senyawa ini merupakan senyawa polimer 
yang berbobot molekul besar dan lebih mudah larut dalam pelarut polar (Aprianto, 





seperti sinamaldehid, eugenol, benzaldehyde, nonyl aldehyde, methyl ketene, 
furfural, cuminaldehyde, hydrocinnamic aldehyde, dan kumarin (Sufiana, 2014; 
Anderson, 2008). Komposisi kandungan nutrisi pada kayu manis dapat dilihat pada 
Tabel 2.8. 
Tabel 2.8 Komposisi kandungan nutrisi pada kayu manis 
Senyawa Jumlah 
Proksimat Energi 258 Kcal/100g 
Protein 2,4 % 
Lemak 4,0 g 
Mineral Ca 83,8 mg/g 
Fe 7,0 mg/g 
Zn 2,6 mg/g 
Cr 0.4 mg/g 
Mn 20,1 mg/g 
Mg 85,5 mg/g 
K 134,7 mg/g 
Sumber: Gul dan Safdar (2009) 
Berdasarkan hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa kulit batang kayu manis 
mengandung senyawa fenolik seperti asam galat, asam salisilat, asam tanat, asam 
klorogenat, eugenol yang teridentifikasi sebagai konstituen fenolik dalam kayu 
manis (Klejdus et al., 2016), flavonoid, tanin, karbohidrat (Anggriawan et al., 2015) 
dan mineral (Gul dan Safdar, 2009). Kayu manis memngandung komponen aktif 
yang disebut cinnamaldehyde yang memiliki efek perlindungan kesehatan dengan 
membantu mencegah penggumpalan dari trombosit darah dengan menghambat 
pelepasan asam lemak penyebab inflamasi (asam arakidonat) dari membran 
trombosit serta mengurangi pembentukan molekul pesan inflamasi yang disebut 
tromboksan A2 (Gul dan Safdar, 2009). 
2.8 Penelitian terdahulu 
Tabel 2.9 Penelitian terdahulu tentang rosella merah, wedang uwuh, asap rokok 
dan imun 
Metode Hasil 
Penelitian yang dilakukan oleh 
Ulilalbab et al., (2015): 
 
1. Rosella merah diekstrak 
menggunakan pelarut air dan 
diberikan kepada tikus wistar 
jantan sebanyak 270 dan 540 
mg/kg BB. Tikus dikelompokkan 
menjadi kelompok normal dan 
1. Pemberian ekstrak rosella merah 
mampu mencegah peningkatan 
MDA serum pada tikus yang 







kelompok yang diberi paparan 
asap rokok (2 batang) 
Penelitian yang dilakukan oleh 
Ulilalbab et al., (2018): 
 
1. Rosella merah diekstrak 
menggunakan pelarut air dan 
diberikan kepada tikus wistar 
jantan sebanyak 270 dan 540 
mg/kg BB. Tikus dikelompokkan 
menjadi kelompok normal dan 
kelompok yang diberi paparan 
asap rokok (2 batang) 
1. Pemberian ekstrak rosella merah 
dapat mencegah dan mampu 
memperbaiki degenerasi hepatosit 
pada tikus wistar diberi paparan 
asap rokok 
Penelitian yang dilakukan oleh 
Widyaningsih et al., (2020): 
 
1. Wedang uwuh berbasis cincau 
hitam dan wedang komersil 
seberat 3,5 g diseduh dalam 350 
mL air panas selama 5 menit 
2. Wedang uwuh diberikan pada 
tikus wistar jantan sebanyak 2,7 
dan 5,4 mL/kg BB. 
3. Tikus dikelompokkan menjadi 
kelompok normal dan kelompok 
yang diinduksi aloksan 
1. Wedang uwuh berbasis cincau 
hitam menunjukkan potensi 
sebagai anti diabetes dengan 
mampu menurunkan tingkat 
glukosa darah 
2. Wedang uwuh berbasis cincau 
hitam menunjukkan aktivitas 
imunomodulator dengan secara 
signifikan menghambat sitokin pro-
inflamasi (IFN-ɣ dan TNF-α) dan 
anti-inflamasi (IL-10 dan TGF-ß) 
Penelitian yang dilakukan oleh 
Kusumastuty et al., (2015): 
 
1. Daun ubi jalar ungu ditepungkan 
kemudian diberikan kepada tikus 
wistar sebanyak 0,07; 0,14 dan 
0,28 g/kg BB. Tikus dipapar asap 
rokok (1 batang/tikus selama 5 
menit) 
1. Tepung ubi jalar ungu dengan 
dosis 0,14 g dapat menurunkan 
produksi sitokin pro-inflamasi 
(TNF-α, IL-6 dan NF-κB) 
Penelitian yang dilakukan oleh 
Fakeye  et al., (2008): 
 
1. Ekstrak air, 50% etanol dan etanol 
absolut dari rosella merah pada 
mencit yang diinduksi sel darah 
merah kelinci (hemaglutinasi) 
sebanyak 5, 50 dan 300 mg/kg BB 
selama 28 hari 
1. Pemberian ekstrak rosela merah 
mampu menghambat TNF-α dan 







III. KERANGKA KONSEP PENELITIAN 
 
3.1 Kerangka Penelitian 
 Wedang uwuh merupakan minuman tradisional khas Yogyakarta yang 
memiliki komponen yang beragam seperti secang, jahe, kayu manis, cengkeh, 
kapulaga dan lain-lain. Selama ini, formulasi wedang uwuh sangat beragam dan 
porsi dari masing-masing bahan bakunya masih belum dibakukan. Beberapa 
penelitian menunjukkan bahwa kombinasi wedang uwuh dengan cincau hitam 
(Widyaningsih et al., 2020) dan daun kelor (Widanti et al., 2019) dapat 
meningkatkan kandungan bioaktif. Bahan lain yang mempunyai potensi untuk 
diformulasikan dengan wedang uwuh adalah rosella merah. 
 Rosella merah identik dengan rasa asam yang berasal dari kandungan 
vitamin C, asam sitrat, asam malat dan asam glikolik (Herti dan Lusi, 2008). 
Rosella merah mengandung gossypetin, glukosida, hibiscin, flavonoid, theflavin, 
katekin dan antosianin (Widyanto dan Nelistya, 2008) yang memberi sifat 
antioksidan pada rosella merah. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa 
kandungan antioksidan pada rosella merah mampu mencegah peningkatan MDA 
pada tikus yang diberi paparan asap rokok (Ulilalbab et al., 2015) serta mampu 
mencegah dan memperbaiki degenerasi hepatosit tikus (Ulilalbab et al., 2018).  
Pada umumnya, masyarakat mengkonsumsi rosella merah dalam bentuk 
seduhan tunggal dari kelopak rosella merah. Namun demikian, menggabungkan 
rosella merah dengan rempah-rempah lain dalam formulasi minuman memiliki 
kandungan antioksidan yang lebih tinggi daripada seduhan tunggal rosella 
(Wijaya, 2017). Salah satu minuman yang terdiri dari campuran rempah-rempah 
adalah wedang uwuh. Antioksidan merupakan senyawa yang dapat mencegah 
terjadinya penyakit degeneratif akibat radikal bebas (Murray, 2009). Sumber 
utama produksi radikal bebas endogen adalah mitokondria, membran plasma, 
retikulum endoplasma, dan peroksisom. Sedangkan sumber radikal bebas 
eksogen berasal dari rangsangan seperti radiasi pengion, sinar ultraviolet, infeksi 
patogen, racun lingkungan dan asap rokok (Ayala et al., 2014). 
Asap rokok mengandung lebih dari 4000 jenis senyawa kimia dan 200 
diantaranya bersifat racun (CCOHS, 2011). Paparan asap rokok dapat membentuk 
radikal bebas di dalam tubuh (Pham Huy et al., 2008). Radikal bebas yang 
ditimbulkan dari paparan asap rokok akan memicu terbentuknya stres oksidatif. 





melalui penurunan respon dan jumlah proliferasi limfosit T (Kalra et al., 2000), dan 
memicu pelepasan sitokin proinflamasi seperti IL-8, IL-6, TNF-α dan NF-κB (Kode 
et al., 2006; Lee et al., 2012; Kusumastuty et al., 2015) yang berperan dalam 
perkembangan penyakit saluran pernafasan.  
 Dalam sistem imun, antara sitokin proinflamasi dan anti-inflamasi harus 
seimbang untuk mencegah kerusakan jaringan (Neurath, 2014). Salah satu upaya 
untuk mencegah hal tersebut adalah dengan meningkatkan sistem imun dengan 
menggunakan zat imunostimulan yang dapat memperbaiki sistem imunitas tubuh 
dengan cara merangsang sistem imun (Bascones-Martinez et al. 2014). 
Imunomodulator merupakan senyawa yang dapat mengembalikan dan 
memperbaiki sistem imun yang terganggu. Imunomodulator bekerja dengan cara 
stimulasi (imunostimulan) dan menormalkan reaksi imun yang abnormal 
(imunosupresan) (Mao et al., 2019). Sejak jaman dahulu, terapi imunomodulator 
dilakukan dengan menggunakan bahan alami karena mempunyai efek samping 
yang minim, salah satunya adalah wedang uwuh. 
Wedang uwuh dilaporkan memiliki kandungan antioksidan yang tinggi 
(Muchtadi, 2004). Kandungan antioksidan yang tinggi pada wedang uwuh telah 
diteliti dan menunjukkan mempunyai efek sebagai imunomodulator yang dengan 
signifikan mampu menghambat sitokin pro-inflamasi (IFN-ɣ dan TNF-α) dan anti-
inflamasi (IL-10 dan TGF-ß) (Widyaningsih et al., 2020). Namun sayangnya, 
penelitian mengenai kombinasi wedang uwuh dengan bahan lain seperti rosella 
merah dan aktivitas imunomodulator wedang uwuh terhadap paparan asap rokok 
sangat terbatas. 
 Pengujian efektivitas wedang uwuh berbasis rosella merah sebagai 
imunomodulator dan pencegahan dampak negatif terhadap paru-paru dan hati 
dilakukan dengan menggunakan hewan coba berupa tikus wistar jantan yang akan 
diberi paparan asap rokok. Asap rokok akan mengganggu sistem imun tubuh dan 
menyebabkan timbulnya penyakit. Parameter yang dapat digunakan antara lain 
pengamatan imun pada CD4+, CD8+, TNF-α, IFN-γ, IL-6 dan IL-10, pengamatan 
kadar SOD dan MDA serum, serta pengamatan histopatologi pada organ paru-




































a. Wedang uwuh berbasis rosella merah mempunyai kemampuan sebagai 
imunomodulator yang ditandai dengan peningkatan sel limfosit T, penurunan 
ekspresi sitokin pro-inflamasi dan peningkatan sitokin anti-inflamasi 
b. Wedang uwuh berbasis rosella merah mempunyai kemampuan meningkatkan 
kadar SOD dan menurunkan kadar MDA serum pada tikus wistar yang dipapar 
asap rokok 
c. Wedang uwuh berbasis rosella merah mempunyai kemampuan melindungi 
dan memperbaiki kerusakan sel paru-paru dan hati pada tikus wistar yang 







IV. METODE PENELITIAN 
 
4.1 Tempat dan Waktu Penelitian 
 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Nutrisi Pangan dan Hasil 
Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Brawijaya, Laboratorium 
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Malang, 
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dan 
Laboratorium Ilmu FAAL Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya pada bulan 
September 2020 sampai dengan April 2021. 
4.2 Bahan dan Alat Penelitian 
4.2.1 Bahan 
 Bahan yang digunakan dalam pembuatan wedang uwuh antara lain 
kelopak rosella merah kering (yang dibeli di Kediri), kayu secang halus (yang dibeli 
di Kediri), bunga cengkeh kering (yang dibeli di Kediri), kayu manis bubuk (yang 
dibeli di Kediri), wedang uwuh Weeka (produksi Imogiri, Yogyakarta) dan air 
mineral (Aqua, produksi PT Aqua Golden Mississippi). Bahan lainnya yaitu hewan 
coba berupa tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) yang berumur 2 sampai 3 
bulan dengan bobot 150 sampai 200 g. Bahan yang digunakan dalam 
pemeliharaan pada tikus antara lain sekam dan pelet Susu PAP (produksi PT. 
Japfa Comfeed, diperoleh dari Pasar Splendid Malang), dan air minum. 
 Bahan kimia yang digunakan dalam pengujian adalah aquades, DPPH , 
metanol, trolox, follin ciocelteau 10%, Na2CO3 7,5%, asam galat, NaNO2 5%, AlCl3 
10%, NaOH 1 M, dan kuersetin.  
4.2.2 Alat 
 Alat yang digunakan dalam persiapan dan pembuatan wedang uwuh 
antara lain food dehydrator, nampan stainless steel, blender listrik kering 
(Maspion), ayakan 60 mesh, timbangan analitik ketelitian 0.0001 (Ohaus PA224), 
kompor listrik (Maspion), termometer, beaker glass 500 ml, gelas ukur 100 ml, 
kantung teh food grade, batang pengaduk, corong, kertas saring, dan botol gelap. 
 Alat yang digunakan dalam penelitian tahap satu antara lain tabung reaksi, 
pipet tetes, rak tabung, pipet volume (1 dan 5 mL), vortex, labu ukur (1, 5, 50 dan 
100 mL), botol semprot, spektro UV-VIS. Alat yang digunakan pada penelitian 
tahap dua antara lain kandang tikus, tempat makan dan minum, sekam, timbangan 





tangan, tabung organ, microtube, mikropipet (Socorex), tip, kuvet, sentrifuge 
(Sigma), flowcytometer (FACS Calibur), smoking chamber akrilik (60 x 59 x 15 cm 
dengan 3 lubang berdiameter 0,5 cm di masing-masing sisi, Lampiran 32), dan 
rokok kretek (Gudang Garam Surya Filter yang mengandung 31 mg tar dan 2,2 
mg nikotin). 
4.3 Penelitian Tahap I: Optimasi Formulasi Wedang Uwuh Berbasis Rosella 
Merah 
4.3.1 Persiapan Bahan Baku 
 Masing-masing bahan baku yang telah kering (kelopak rosella merah, 
serbuk kayu secang, bunga cengkeh dan serbuk kayu manis) dipanaskan dalam 
food dehydrator pada suhu 50°C selama 1 jam untuk memastikan kadar air 
dibawah 10%. Bahan baku yang sudah kering kemudian dihaluskan dengan 
blender kering kemudian diayak dengan ayakan 60 mesh. Didapatkan serbuk 
simplisia dari masing-masing bahan yang kemudian disimipan pada plastik klip 
berisikan silica gel. 
4.3.2 Rancangan Penelitian 
 Rancangan penelitian pada percobaan ini menggunakan Mixture Design 
D-Optimal dengan perangkat lunak Design Expert 11.0 untuk memperoleh 
pemodelan yang dapat menjelaskan interaksi antara variabel rasio rosella merah, 
kayu secang, bunga cengkeh dan kayu manis terhadap respon yang ada pada 
penelitian ini yaitu aktivitas antioksidan, total fenol dan total flavonoid. 
Tabel 4.1 Komposisi wedang uwuh komersial 
Komposisi Hanjani (g) Sekar Jawi Food (g) Budhi Nersalindo (g) 
Kayu secang 1,33 2,12 3,28 
Kayu manis 0,60 0,28 0,23 
Bunga cengkeh 0,11 0,15 0,00 
Lain-lain 6,66 2,15 8,31 
Total 8,70 5,10 11,82 
 
 Optimasi dimulai dengan menentukan batasan-batasan yang akan 
digunakan. Penentuan batasan diperoleh berdasarkan persentase dari 3 produk 
wedang uwuh komersial yaitu Hanjani, Budhi Nersalindo, dan Sekar Jawi Food 
(Tabel 4.1). Wedang uwuh tersebut dipilih karena merupakan produk yang telah 
terkenal dan banyak beredar di Indonesia. Selain itu, produk tersebut berasal dari 





Produk Industri Rumah Tangga (P-IRT) sehingga aman untuk dikonsumsi. 
Batasan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 4.2. 
 
Tabel 4.2 Batasan jumlah bahan wedang uwuh berbasis rosella merah 
 Batas Bawah Batas Atas 
Rosella Merah 1,85 g (52,92 %) 2,90 g (82,92 %) 
Kayu Secang 0,50 g (14,23 %) 1,34 g (38,23 %) 
Bunga Cengkeh 0,04 g (1,02 %) 0,07 g (2,02 %) 
Kayu Manis 0,05 g (1,33 %) 0,26 g (7,33 %) 
  
 Dari batasan tersebut, perangkat lunak Design Expert 11.0 
merekomendasikan formulasi untuk diuji dan menghasilkan 20 percobaan seperti 
yang disajikan pada Tabel 4.3. 
 
























1 0,50 0,05 0,05 2,90    
2 0,72 0,05 0,04 2,69    
3 0,66 0,26 0,06 2,52    
4 0,84 0,26 0,06 2,34    
5 1,18 0,05 0,07 2,20    
6 1,34 0,26 0,04 1,86    
7 1,02 0,26 0,04 2,18    
8 1,34 0,05 0,04 2,07    
9 0,50 0,26 0,04 2,70    
10 1,32 0,26 0,07 1,85    
11 0,50 0,19 0,07 2,74    
12 0,85 0,14 0,04 2,47    
13 1,34 0,05 0,04 2,07    
14 0,50 0,05 0,05 2,90    
15 0,50 0,26 0,04 2,70    
16 0,50 0,19 0,07 2,74    
17 1,34 0,13 0,06 1,98    
18 1,03 0,05 0,07 2,35    
19 1,34 0,13 0,06 1,98    








4.3.3 Ekstraksi Rosella Merah, Kayu Secang, Bunga Cengkeh dan Kayu 
Manis Dengan Formulasi Hasil Optimasi  
 Bahan yang digunakan dalam formulasi dalam bentuk serbuk sehingga 
ekstraksi formulasi wedang uwuh menggunakan metode penyeduhan soft infusion 
(modifikasi Safdar et al., 2016). Formulasi bahan diseduh dengan 350 mL air 
(modifikasi Widyaningsih et al., 2020). Metode ekstraksi wedang uwuh sebagai 
berikut: 
1. Sebanyak 3,5 g bahan baku yang terdiri dari formulasi rosella merah, kayu 
secang, bunga cengkeh dan kayu manis ditimbang dengan timbangan analitik 
kemudian dimasukkan kedalam kantung teh 
2. Sebanyak 350 mL air dimasukkan ke dalam beaker glass kemudian 
dipanaskan dengan kompor listrik hingga mencapai suhu 85°C 
3. Kantung teh diseduh pada air yang telah dipanaskan selama 5 menit dengan 
melakukan pengadukan setiap menit 
4. Setelah 5 menit kantong teh kemudian diperas lalu filtrat dalam beaker glass 
disaring ke dalam botol gelap dengan menggunakan kertas saring. 
 Proporsi bahan yang digunakan berdasarkan hasil optimasi formulasi 
Mixture D-Optimal selanjutnya dilakukan verifikasi formula optimal dengan uji 
statistik menggunakan T-test. Jika p-value > 0,05 maka hasil prediksi dan verifikasi 
tidak jauh berbeda dan dapat dilanjutkan. Hasil terbaik dari wedang uwuh akan 
digunakan untuk uji in vivo dengan cara disondekan. 
4.4 Penelitian Tahap II: Pengujian In Vivo 
4.4.1 Rancangan Penelitian 
 Penelitian ini menggunakan True Experimental Design: Post Test Only 
Control Group Design untuk mengukur pengaruh perlakuan pada kelompok 
eksperimen dengan cara membandingkan dengan kelompok kontrol. Pemilihan 
objek penelitian RAL (Rancangan Acak Lengkap). 
 Estimasi besar sampel tikus percobaan yang akan digunakan dengan 
menggunakan rumus Federer (n-1) (p-1) ≥ 15 dengan n merupakan jumlah sampel 
tiap perlakuan dan p sebagai jumlah perlakuan. Penelitian ini menggunakan 6 
macam perlakuan maka jumlah hewan coba untuk masing-masing perlakuan 








(n-1) (p-1)  ≥ 15 
(n-1) (6-1)  ≥ 15 
5 (n-1)  ≥ 15 
n   ≥ 4 ekor 
 Dari hasil perhitungan di atas menunjukkan bahwa jumlah hewan coba 
yang akan digunakan sebagai sampel penelitian minimal sebanyak 4 ekor untuk 
tiap kelompok. Untuk meminimalisir kehilangan hewan coba akibat mati atau sakit 
maka ditambahkan 1 ekor pada setiap kelompok. Sehingga total tikus yang 
dibutuhkan sejumlah 30 ekor hewan coba. 30 ekor tikus kemudian akan dibagi 
menjadi 6 kelompok perlakuan dengan rincian sebagai berikut: 
P0 : Tikus normal dan diet normal (kontrol negatif) 
P1 : Tikus sehat dan pemberian wedang uwuh rosella (tikus sehat + WUR) 
P2 : Tikus sehat dan pemberian wedang uwuh komersial (tikus sehat + WUK) 
P3 : Tikus diberi paparan asap rokok (30 hari) dan diet normal (kontrol positif) 
P4 : Tikus diberi paparan asap rokok (30 hari) dan pemberian wedang uwuh 
rosella (tikus terpapar + WUR) 
P5 : Tikus diberi paparan asap rokok (30 hari) dan pemberian wedang uwuh 
komersial (tikus terpapar + WUK) 
 
 Variabel bebas dalam penelitian ini adalah jenis wedang uwuh (wedang 
uwuh berbasis rosella merah dan wedang uwuh komersial), sedangkan variabel 
terikat meliputi histologi paru-paru dan hati, kadar SOD dan MDA serum, serta 
ekspresi CD4+, CD8+, TNF-α, IFN-γ, IL-6 dan IL-10. 
 Dosis wedang uwuh yang diberikan merujuk pada konsumsi teh pada 
manusia dalam sehari sebanyak 150 mL (Sung et al., 2005). Dosis yang diberikan 
ke hewan coba tikus dengan berat badan 200 g diperoleh dari faktor konversi dosis 
manusia ke tikus (Laurence dan Bacharah, 1964) dengan perhitungan sebagai 
berikut: 









4.4.2 Pelaksaan Penelitian 
 Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus wistar jantan yang berumur 
2 sampai 3 bulan dengan bobot 150 sampai 200 g, sehat dan tidak cacat secara 
anatomi. Sebelum uji in vivo terlebih dahulu dilakukan kelayakan etik. Kelayakan 
etik atau Ethical Clearance dilakukan di Laboratorium Biosains oleh Komisi Etik 
Penelitian (Animal Care and Use Committee) Universitas Brawijaya. 
a. Masa adaptasi 
1. Tikus diadaptasi dengan kondisi laboratorium atau kandang sampai ±7 
hari. Selama masa adaptasi, hewan coba diberikan pakan standar dan air 
minum. 
b. Masa perlakuan uji in vivo  
1. Hewan coba tikus wistar jantan dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan 
secara acak yaitu P0, P1, P2, P3, P4 dan P5 
2. Pemberian wedang uwuh selama 30 hari 
3. Pada hari ke 8 dilakukan pemaparan asap rokok pada kelompok P3, P4 
dan P5 2,5 jam setelah pemberian wedang uwuh untuk menghindari efek 
samping tiak mau makan. Dosis paparam asap rokok setiap tikus adalah 
asap rokok yang dihasilkan oleh satu batang rokok selama 5 menit/ekor 
selama 30 hari. 
4. Pada akhir perlakuan (hari ke 31) dilakukan pembedahan terhadap tikus 
wistar untuk diambil organ paru-paru dan hati untuk pengujian 
histopatologi dengan metode hematoxyclyn-eosin (HE) dan organ limpa 
(spleen) untuk pengujian imunomodulator dengan metode flowcytometri, 
serta serum darah untuk pengujian kadar SOD dan MDA serum. 
4.4.3 Analisis Data 
 Data hasil penelitian berupa data kuantitatif yang akan dianalisis secara 
statistika menggunakan program Minitab 17 dengan analisis ragam atau analysis 
of variance (ANOVA) dan apabila menunjukkan adanya perbedaan (p<0,05) maka 
dilakukan uji lanjut Fisher dengan selang kepercayaan 95% untuk mengetahui 






4.5 Diagram Alir Penelitian 

































































V. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1 Analisis Bahan Baku 
Bahan baku yang digunakan pada penelitian ini adalah rosella merah, kayu 
secang, bunga cengkeh dan kayu manis. Parameter yang diamati dalam analisis 
bahan baku adalah aktivitas antioksidan, total fenol dan total flavonoid. Hasil 
analisis dari keempat bahan baku tersebut dapat dilihat pada Tabel 5.1. 
 












Hasil 21,20 ± 0,05 56,06 ± 0,06 22,32 ± 0,03 
Literatur 0,64 - 54,28a 0,27 - 52,56a 21,88 ± 0,33b 
Kayu 
manis 
Hasil 21,22 ± 0,06 19,06 ± 0,03 12,04 ± 0,01 
Literatur 26,62 ± 0,15c 11,39 ± 0,78d 5,79 - 66,14e 
Bunga 
cengkeh 
Hasil 207,18 ± 0,23 219,67 ± 0,14 123,86 ± 0,05 
Literatur 150,19 ± 4,73f 160,55g 177,15h 
Rosella 
merah 
Hasil 4,00 ± 0,04 11,58 ± 0,02 5,78 ± 0,01 
Literatur 
27,40 - 112,00  
mol TE/gi 
24,00 - 100,00i 4,19 - 22,60i 
Sumber: a (Phalanisong et al., 2018), b (Siregar dan Verena, 2019), c (Abdeen et 
al., 2019), d (Georgieva dan Mihaylova, 2014), e (Pasakawee et al., 
2018), f (Marmouzi et al., 2019), g (Assefa et al., 2018), h (El-Refai et al., 
2020), i (Borrás-Linares et al., 2015) 
 
Berdasarkan data hasil analisis bahan baku (Tabel 5.1) menunjukkan 
bahwa bunga cengkeh memiliki aktivitas antioksidan (207,18 ± 0,23 mg TE/g), total 
fenol (219,67 ± 0,14 mg GAE/g) dan total flavonoid (123,86 ± 0,05 mg QE/g) 
tertinggi dibandingkan bahan baku lainnya. Perbedaan hasil yang ditemukan 
dengan literatur diduga diakibatkan oleh perbedaan kultivar cengkeh yang 
digunakan. Cengkeh mengandung eugenol yang berkonstribusi sebanyak 72-90% 
pada minyak atsiri cengkeh (Kamatou et al., 2012) yang memiliki aktivitas 
antioksidan yang besar. Kandungan lain yang terdapat pada minyak atsiri cengkeh 
adalah eugenyl asetat, β-carophyllen, metil salisilat, pinene, vanilin (Nurdjannah et 
al., 2012), dan α-humulene (Jirovetz et al., 2006). 
Kelopak rosella merah merupakan bahan baku utama yang digunakan 
dalam penelitian ini. Berdasarkan analisis bahan baku (Tabel 5.1) menunjukkan 
bahwa kelopak rosella merah memiliki aktivitas antioksidan sebesar 4,00 ± 0,04 





5,78 ± 0,01 mg QE/g. Perbedaan hasil yang ditemukan dan literatur diduga karena 
kultivar yang digunakan berbeda. Kelopak rosella merah mengandung gossypetin, 
glukosida, hibiscin, flavonoid, theaflavin, katekin dan antosianin (Widyanto dan 
Nelistya, 2008). Rosella merah mengandung sejumlah besar antioksidan yang 
berasal dari neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, rutin, 
isoquercitrin, ascorbic acid, β-carotene dan lycopene (Malacrida et al., 2019; 
Gheller et al., 2017). 
Bahan baku lain yang digunakan dalam penelitian ini adalah kayu secang 
dan kayu manis. Berdasarkan analisis bahan baku (Tabel 5.1) menunjukkan 
bahwa kayu secang memiliki aktivitas antioksidan sebesar 21,20 ± 0,05 mg TE/g, 
total fenol sebesar 56,06 ± 0,06 mg GAE/g dan total flavonoid sebesar 22,32 ± 
0,03 mg QE/g. Febriyenti et al. (2018) melaporkan bahwa kayu secang 
mengandung komponen fenolik berupa kumarin, xanthone, chalcones, flavonoid, 
homoisoflavonoid, brazilin, sappanin, brazilein dan minyak atsiri seperti D-α-
felandrena, asam galat, osinema dan damar yang memberi efek antioksidan pada 
kayu secang. Sedangkan kayu manis memiliki memiliki aktivitas antioksidan 
sebesar 21,22 ± 0,06 mg TE/g, total fenol sebesar 19,06 ± 0,03 mg GAE/g dan 
total flavonoid sebesar 12,04 ± 0,01 mg QE/g. Senyawa oleoresin pada kayu manis 
mengandung beberapa senyawa seperti sinamaldehid, eugenol, methyl ketene, 
furfural, benzaldehyde, nonyl aldehyde, hydrocinnamic aldehyde, cuminaldehyde 
dan kumarin (Sufiana, 2014; Anderson, 2008). Selain itu, kayu manis mengandung 
senyawa fenolik yang memiliki sifat antioksidan seperti asam galat, asam salisilat, 
asam tanat, asam klorogenat, eugenol (Klejdus et al., 2016), flavonoid, tanin dan 
karbohidrat (Anggriawan et al., 2015). Perbedaan hasil yang ditemukan pada kayu 
secang dan kayu manis dibandingkan dengan literatur disebabkan perbedaan 
kultivar yang digunakan. 
5.2 Penelitian Tahap I: Optimasi Formulasi Wedang Uwuh Berbasis Rosella 
Merah 
 Optimasi formulasi wedang uwuh berbasis rosella merah dilakukan 
menggunakan Mixture Design D-optimal pada perangkat lunak Design Expert 
11.1.0.1 dan diperoleh 20 set (run) formula. Tujuan akhir dari formulasi ini adalah 
untuk memperoleh formulasi wedang uwuh berbasis rosella merah yang 
mempunyai aktivitas antioksidan, total fenol dan total flavonoid yang optimal. Nilai 





 Berdasarkan Tabel 5.2 menunjukkan adanya sinergisme bahan yang 
digunakan terhadap aktivitas antioksidan, total fenol dan total flavonoid jika 
dibandingkan dengan data kandungan bahan baku (Tabel 5.1) ketika berada 
dalam formulasi yang sama dibandingkan ketika terpisah. Tabel 5.2 menunjukkan 
analisis nilai aktivitas antioksidan berada pada rentang 24,17 – 36,68 mg TE/g 
bahan, total fenol berada pada rentang 28,55 – 40,39 mg GAE/g bahan, dan total 
flavonoid berada pada rentang 15,88 – 20,53 mg QE/g bahan. Data-data tersebut 
selanjutnya dilakukan analisis dengan Design Expert 11.1.0.1 sehingga diperoleh 
permodelan dari masing-masing respon untuk menentukan titik optium formulasi. 
 
























1 0,50 0,05 0,05 2,90 25,38 28,57 15,88 
2 0,72 0,05 0,04 2,69 27,52 31,30 16,07 
3 0,66 0,26 0,06 2,52 31,88 34,89 17,12 
4 0,84 0,26 0,06 2,34 31,91 35,00 17,44 
5 1,18 0,05 0,07 2,20 29,02 34,76 17,79 
6 1,34 0,26 0,04 1,86 32,76 39,43 20,21 
7 1,02 0,26 0,04 2,18 29,04 35,17 17,82 
8 1,34 0,05 0,04 2,07 32,90 36,94 18,09 
9 0,50 0,26 0,04 2,70 26,90 34,80 17,44 
10 1,32 0,26 0,07 1,85 36,40 40,39 20,53 
11 0,50 0,19 0,07 2,74 24,17 34,58 16,88 
12 0,85 0,14 0,04 2,47 26,06 34,38 16,74 
13 1,34 0,05 0,04 2,07 33,88 39,56 18,03 
14 0,50 0,05 0,05 2,90 25,45 28,55 15,88 
15 0,50 0,26 0,04 2,70 26,94 34,82 17,31 
16 0,50 0,19 0,07 2,74 27,08 34,71 16,96 
17 1,34 0,13 0,06 1,98 35,98 40,33 19,86 
18 1,03 0,05 0,07 2,35 27,78 34,40 16,82 
19 1,34 0,13 0,06 1,98 36,68 40,39 20,26 
20 1,16 0,26 0,07 2,01 36,26 40,04 19,22 
 
5.2.1 Analisis Respon I: Aktivitas Antioksidan 
Hasil analisis program terhadap respon aktivitas antioksidan menunjukkan 
bahwa model ordo yang disarankan untuk digunakan adalah model quadratic 
dibandingkan dengan model lainnya (model linear dan cubic). Pemilihan model 





diamana model quadratic mempunyai sequential p-value yang signifikan (0,0020) 
serta lack of fit p-value yang tidak signifikan dan tertinggi (0,8275) dibandingkan 
dengan model lainnya. ANOVA untuk respon aktivitas antioksidan dapat dilihat 
pada Tabel 5.3. 
 







F-value p-value  
Model 317,81 9 35,31 28,46 < 0,0001 significant 
⁽¹⁾Linear 
Mixture 
255,96 3 85,32 68,76 < 0,0001  
AB 2,65 1 2,65 2,14 0,1744  
AC 23,56 1 23,56 18,98 0,0014  
AD 3,16 1 3,16 2,54 0,1418  
BC 26,99 1 26,99 21,75 0,0009  
BD 1,56 1 1,56 1,26 0,2879  
CD 22,93 1 22,93 18,48 0,0016  
Residual 12,41 10 1,24    
Lack of Fit 7,44 5 1,49 1,5 0,3347 
not 
significant 
Pure Error 4,97 5 0,9945    
Cor Total 330,22 19     
R² 0,9624      
Adjusted R² 0,9286      
Predicted R² 0,8275      
 
 Pada Tabel 5.3 menunjukkan bahwa model yang digunakan (quadratic) 
memberikan pengaruh signifikan (p<0,05). Pada pemilihan model berdasarkan uji 
simpangan model (lack of fit) menunjukkan p>0,05 yaitu sebesar 0,3347 yang 
berarti ketidaktepatan model berpengaruh nyata maka pemilihan model dianggap 
tepat. Selain itu nilai R2 dari permodelan ini menunjukkan nilai yang mendekati 1 
yaitu sebesar 0,9624. Hal tersebut mengindikasikan bahwa adanya korelasi yang 
baik antara nilai uji dan yang diperkirakan oleh program.  
Berdasarkan hasil uji ANOVA terhadap respon aktivitas antioksidan (Tabel 
5.3) menunjukkan bahwa interaksi antara AC (kayu secang dan bunga cengkeh), 
BC (kayu manis dan bunga cengkeh) dan CD (bunga cengkeh dan rosella merah) 
adalah signifikan (p<0,05). Sedangkan AB (kayu secang dan kayu manis), AD 
(kayu secang dan rosella merah), dan BD (kayu manis dan rosella merah) tidak 
signifikan (p>0,05). Persamaan akhir untuk memprediksikan aktivitas antioksidan 





Y1 = 37.33*A + 98.87*B – 13180.28*C + 24.80*D – 107.58*A*B + 13575.37*A*C – 
6.54*A*D + 14511.44*B*C – 79.76*B*D + 13431.55*C*D 
Keterangan: Y1 = respon aktivitas antioksidan, A = kayu secang, B = kayu manis, 
C = bunga cengkeh, dan D = rosella merah 
Menurut Woitiski et al. (2009), nilai positif pada persamaan regresi 
mengindikasikan efek yang menguntungkan terhadap optimasi karena sinergis, 
sedangkan nilai negatif mengindikasikan efek yang sebaliknya atau antagonis 
antara faktor dan respon. Berdasarkan persamaan tersebut menunjukkan bahwa 
koefisien linear (kayu secang, kayu manis dan rosella merah) dan koefisien 
quadratic (AC, BC dan CD) memberikan efek positif terhadap respon aktivitas 
antioksidan. Efek terbesar dalam peningkatan nilai aktivitas antioksidan adalah 
interaksi antara kayu manis dan bunga cengkeh (BC). Peningkatan nilai aktivitas 
antioksidan yang tinggi diduga berasal dari senyawa epicatechin, catechin, dan 
procyanidin B2 pada kayu manis (Rao dan Gan, 2014). 
 
 
Gambar 5.1 Grafik kontur (a) dan 3D (b) terhadap respon aktivitas antioksidan 
(keterangan: A = kayu secang, B = kayu manis, C = bunga cengkeh dan D = 
rosella merah) 
 
 Pada gambar grafik kontur terhadap respon aktivitas antioksidan (Gambar 
5.1) terdapat warna yang berbeda yang menunjukkan tinggi rendahnya nilai 
respon dimana warna biru yang berada pada rosella merah menunjukkan nilai 
aktivitas antioksidan terendah sedangkan warna oranye kemerahan yang berada 
pada kayu secang menunjukkan nilai aktivitas antioksidan tertinggi. Hal tersebut 






rosella merah yang digunakan maka nilai aktivitas antioksidan akan semakin 
meningkat. 
  Pada gambar grafik 3D terhadap respon aktivitas antioksidan (Gambar 
5.1) terlihat bahwa terjadi gelombang peningkatan dari titik D (rosella merah) 
menuju titik A (kayu secang). Dari gambar tersebut terlihat bahwa nilai aktivitas 
antioksidan terendah dimulai dari titik D yang ditandai dengan warna biru, 
sedangkan nilai aktivitas antioksidan optimum mengarah pada A yang ditandai 
dengan warna oranye kemerahan. Semakin rendah jumlah rosella merah yang 
digunakan dan jumlah bahan baku lain yang semakin tinggi maka akan 
memperoleh aktivitas antioksidan yang tinggi. 
5.2.2 Analisis Respon II: Total Fenol 
Hasil analisis program terhadap respon total fenol menunjukkan bahwa 
model ordo yang disarankan untuk digunakan adalah model quadratic 
dibandingkan dengan model lainnya (model linear dan cubic). Pemilihan model 
tersebut berdasarkan pada sequential model sum of squares dan lack of fit tests 
diamana model quadratic mempunyai sequential p-value yang signifikan (0,0041) 
serta lack of fit p-value yang tidak signifikan dan tertinggi (0,8562) dibandingkan 
dengan model lainnya. ANOVA respon total fenol dapat dilihat pada Tabel 5.4. 
 







F-value p-value  
Model 237,34 9 26,37 33,11 < 0,0001 significant 
⁽¹⁾Linear 
Mixture 
204,3 3 68,1 85,51 < 0,0001  
AB 3,42 1 3,42 4,29 0,0651  
AC 1,1 1 1,1 1,39 0,2662  
AD 7,14 1 7,14 8,96 0,0135  
BC 0,7632 1 0,7632 0,9583 0,3507  
BD 6,24 1 6,24 7,84 0,0188  
CD 1,14 1 1,14 1,43 0,2587  
Residual 7,96 10 0,7964    
Lack of Fit 4,52 5 0,9048 1,32 0,3855 
not 
significant 
Pure Error 3,44 5 0,688    
Cor Total 245,3 19     
R² 0,9675      
Adjusted R² 0,9383      





Berdasarkan hasil uji ANOVA terhadap respon total fenol (Tabel 5.4) 
menunjukkan bahwa interaksi antara AD (kayu secang dan rosella merah) dan BD 
(kayu manis dan rosella merah) adalah signifikan (p<0,05). Sedangkan AB (kayu 
secang dan kayu manis), AC (kayu secang dan bunga cengkeh), BC (kayu manis 
dan bunga cengkeh), dan CD (bunga cengkeh dan rosella merah) tidak signifikan 
(p>0,05). Persamaan akhir untuk memprediksikan total fenol pada formulasi 
wedang uwuh berbasis rosella merah adalah sebagai berikut: 
Y2 = 42.66*A – 73.30*B + 2897.81*C + 29.71*D + 122.11*A*B – 2939.61*A*C – 
9.84*A*D - 2440.13*B*C + 159.40*B*D – 2997.27*C*D 
Keterangan: Y2 = respon total fenol, A = kayu secang, B = kayu manis, C = bunga 
cengkeh, dan D = rosella merah 
Menurut Woitiski et al. (2009), nilai positif pada persamaan regresi 
menunjukkan adanya efek yang menguntungkan terhadap optimasi karena 
sinergis, sedangkan nilai negatif menunjukkan efek sebaliknya atau antagonis 
antara faktor dan respon. Berdasarkan persamaan tersebut menunjukkan bahwa 
koefisien linear (kayu secang, bunga cengkeh dan rosella merah) dan koefisien 
quadratic (AB dan BD) memberikan efek positif terhadap respon total fenol. Efek 
terbesar dalam peningkatan nilai total fenol adalah bunga cengkeh. Peningkatan 
nilai total fenol yang tinggi diduga berasal dari senyawa eugonol dan turunannya 
seperti eugenil asetat, β-caryophyllene, 2-heptanone, etil heksanoat, humulenol, 
α-humulene, calacorene dan calamenene yang banyak pada bunga cengkeh 
(Chaieb et al., 2007).  
 
Gambar 5.2 Grafik kontur (a) dan 3D (b) terhadap respon total fenol  







Pada gambar grafik kontur terhadap respon total fenol (Gambar 5.2) 
terdapat warna yang berbeda yang menunjukkan tinggi rendahnya nilai respon 
dimana warna biru yang berada pada rosella merah menunjukkan nilai total fenol 
terendah sedangkan warna oranye kemerahan yang berada pada kayu secang 
menunjukkan nilai total fenol tertinggi. Hal tersebut menunjukkan bahwa semakin 
tinggi jumlah kayu secang dan semakin rendah rosella merah yang digunakan 
maka nilai total fenol akan semakin meningkat. 
  Pada gambar grafik 3D terhadap respon total fenol (Gambar 5.2) terlihat 
bahwa terjadi gelombang peningkatan dari titik D (rosella merah) menuju titik A 
(kayu secang). Dari gambar tersebut terlihat bahwa nilai total fenol terendah 
dimulai dari titik D yang ditandai dengan warna biru, sedangkan nilai total fenol 
optimum mengarah pada A yang ditandai dengan warna oranye kemerahan. 
Semakin rendah jumlah rosella merah yang digunakan dan jumlah bahan baku lain 
yang semakin tinggi maka akan memperoleh total fenol yang tinggi. 
5.2.3 Analisis Respon III: Total Flavonoid 
Hasil analisis program terhadap respon total flavonoid menunjukkan bahwa 
model ordo yang disarankan untuk digunakan adalah model quadratic 
dibandingkan dengan model lainnya (model linear dan cubic). Pemilihan model 
tersebut berdasarkan pada sequential model sum of squares dan lack of fit tests 
diamana model quadratic mempunyai sequential p-value yang signifikan (<0,0001) 
serta lack of fit p-value yang tidak signifikan dan tertinggi (0,0975) dibandingkan 
dengan model lainnya. ANOVA untuk respon total flavonoid dapat dilihat pada 
Tabel 5.5. 
 Pada Tabel 5.5 menunjukkan bahwa model yang digunakan (quadratic) 
memberikan pengaruh signifikan (p<0,05). Pada pemilihan model berdasarkan uji 
simpangan model (lack of fit) menunjukkan p>0,05 yaitu sebesar 0,0978 yang 
berarti ketidaktepatan model berpengaruh nyata maka pemilihan model dianggap 
tepat. Selain itu nilai R2 dari permodelan ini menunjukkan nilai yang mendekati 1 
yaitu sebesar 0,9675. Hal tersebut mengindikasikan bahwa adanya korelasi yang 
baik antara nilai uji dan yang diperkirakan oleh program. 
Berdasarkan hasil uji ANOVA terhadap respon total flavonoid (Tabel 5.5) 
menunjukkan bahwa interaksi antara AB (kayu secang dan kayu manis), AD (kayu 
secang dan rosella merah), dan BD (kayu manis dan rosella merah) adalah 
signifikan (p<0,05). Sedangkan AC (kayu secang dan bunga cengkeh), BC (kayu 





signifikan (p>0,05). Persamaan akhir untuk memprediksikan total flavonoid pada 
formulasi wedang uwuh berbasis rosella merah adalah sebagai berikut: 
Y3 = 20.24*A – 17.01*B – 529.02*C + 16.01*D + 45.85*A*B + 601.92*A*C – 
7.42*A*D + 556.73*B*C + 49.73*B*D + 549.87*C*D 
Keterangan: Y3 = respon total flavonoid, A = kayu secang, B = kayu manis, C = 
bunga cengkeh, dan D = rosella merah 
 







F-value p-value  
Model 40,25 9 4,47 106,24 < 0,0001 significant 
⁽¹⁾Linear 
Mixture 
34,46 3 11,49 272,86 < 0,0001  
AB 0,4819 1 0,4819 11,45 0,007  
AC 0,0463 1 0,0463 1,1 0,3189  
AD 4,07 1 4,07 96,58 < 0,0001  
BC 0,0397 1 0,0397 0,9439 0,3542  
BD 0,6077 1 0,6077 14,44 0,0035  
CD 0,0384 1 0,0384 0,9132 0,3618  
Residual 0,4209 10 0,0421    
Lack of Fit 0,3275 5 0,0655 3,5 0,0975 
not 
significant 
Pure Error 0,0935 5 0,0187    
Cor Total 40,67 19     
R² 0,9896      
Adjusted R² 0,9803      
Predicted R² 0,9484      
 
Menurut Woitiski et al. (2009), nilai positif pada persamaan regresi 
menunjukkan adanya efek yang menguntungkan terhadap optimasi karena 
sinergis, sedangkan nilai negatif menunjukkan efek yang tidak menguntungkan 
atau antagonis antara faktor dan respon. Berdasarkan persamaan tersebut 
menunjukkan bahwa koefisien linear (kayu secang dan rosella merah) dan 
koefisien quadratic (AB, AC, BC, BD dan CD) memberikan efek positif terhadap 
respon total flavonoid. Efek terbesar dalam peningkatan nilai total flavonoid adalah 
interaksi secang dan cengkeh. Peningkatan nilai total flavonoid diduga berasal dari 
senyawa bioaktif pada kayu secang seperti fenol, flavonoid, tanin, 4-
omethylsappannol, protosappanin A, protosappanin B, protosappanin E (Kimestri, 
2018; Sarumathy et al., 2011) dan senyawa eugenol serta turunannya yang 






Gambar 5.3 Grafik kontur (a) dan 3D (b) terhadap respon total flavonoid 
(keterangan: A = kayu secang, B = kayu manis, C = bunga cengkeh dan D = 
rosella merah) 
 
Pada gambar grafik kontur terhadap respon total flavonoid (Gambar 5.3) 
terdapat warna yang berbeda yang menunjukkan tinggi rendahnya nilai respon 
dimana warna biru yang berada pada rosella merah menunjukkan nilai total 
flavonoid terendah sedangkan warna oranye kemerahan yang berada pada kayu 
secang menunjukkan nilai total flavonoid tertinggi. Hal tersebut menunjukkan 
bahwa semakin tinggi jumlah kayu secang dan semakin rendah rosella merah 
yang digunakan maka nilai total flavonoid akan semakin meningkat. 
  Pada gambar grafik 3D terhadap respon total flavonoid (Gambar 5.3) 
terlihat bahwa terjadi gelombang peningkatan dari titik D (rosella merah) menuju 
titik A (kayu secang). Dari gambar tersebut terlihat bahwa nilai total flavonoid 
terendah dimulai dari titik D yang ditandai dengan warna biru, sedangkan nilai total 
flavonoid optimum mengarah pada A yang ditandai dengan warna oranye 
kemerahan. Semakin rendah jumlah rosella merah yang digunakan dan jumlah 
bahan baku lain yang semakin tinggi maka akan memperoleh total flavonoid yang 
tinggi. 
5.2.4 Optimasi Formulasi Wedang Uwuh Berbasis Rosella Merah 
Optimalisasi bertujuan untuk memperoleh variabel input terbaik dan 
mendapatkan respon maksimal dalam formulasi. Penentuan titik optimum 
terhadap faktor kayu secang, kayu manis, bunga cengkeh dan rosella merah 






berdasarkan nilai variabel yang diinginkan. Kriteria formulasi dan respon target 
dapat dilihat pada Tabel 5.6. 
 
Tabel 5.6 Kriteria formulasi dan respon target 
Kriteria Target Batas Bawah Batas Atas 
Kayu Secang in range 0,500 1,340 
Kayu Manis in range 0,050 0,260 
Bunga Cengkeh in range 0,040 0,070 
Rosela Merah in range 1,850 2,900 
Aktivitas Antioksidan maximize 24,168 36,681 
Total Fenol maximize 28,555 40,386 
Total Flavonoid maximize 15,880 20,530 
 
Berdasarkan Tabel 5.6, target dari kriteria variabel (waktu kayu secang, 
kayu manis, bunga cengkeh dan rosella merah) yang digunakan adalah in range 
yaitu kriteria variabel yang akan disarankan rentang batas terendah maupun 
tertinggi sesuai rentang (range) yang sudah digunakan pada matriks desain 
percobaan awal. Sedangkan target dari nilai optimal respon (aktivitas antioksidan, 
total fenol dan total flavonoid) yang diharapkan adalah nilai yang maksimal 
(maximize) yaitu nilai yang mendekati atau melebihi dari batas atas yang 
ditetapkan. Berdasarkan kriteria optimasi formulasi tersebut diperoleh hasil solusi 
seperti pada Tabel 5.7. 
 
Tabel 5.7 Solusi Titik Optimum dan Hasil Verifikasi 
 






















Prediksi 1,340 0,206 0,063 1,891 36,966 40,998 20,665 
Verifikasi 1,340 0,206 0,063 1,891 37,007 40,954 19,842 
Hasil T-test (p-value) 0,267 0,354 0,100 
 
 Solusi formula optimum yang direkomendasikan untuk digunakan dalam 
pembuatan wedang uwuh berbasis rosella merah adalah kayu secang 1,340 g, 
kayu manis 0,206 g, bunga cengkeh 0,063 g dan rosella merah 1,891 g karena 
memiliki nilai desirability yang tinggi (Tabel 5.7). Nilai desirability yang paling 
mendekati satu merupakan solusi terbaik karena menunjukkan kedekatan respon 
dengan nilai idealnya. Nurmiah et al., (2013) menjelaskan bahwa nilai desirability 
yang tinggi dapat digunakan untuk menentukan ketepatan hasil solusi maksimal. 





Nilai optimasi ini perlu dilakukan verifikasi untuk melihat apakah pada 
penerapannya akan mendapatkan hasil yang sama dengan perhitungan 
menggunakan perangkat lunak. 
 Berdasarkan verifikasi laboratorium yang dilakukan (Tabel 5.7) dengan 
menggunakan formulasi optimal yang disarankan oleh perangkat lunak Design 
Expert, diperoleh aktivitas antioksidan 37,007 mg TE/g, total fenol 40,954 mg 
GAE/g, dan total flavonoid 19,842 mg QE/g. Hasil verifikasi kemudian diuji 
menggunakan T-test pada perangkat lunak Minitab 17 dan diperoleh p-Value lebih 
dari 0,05 (p>0,05). Hal ini mengindikasikan bahwa model sudah sesuai dan solusi 
variabel bebas yang diberikan program dapat diterima.  
5.3 Penelitian Tahap II 
5.3.1 Populasi Sel CD4+ Pada Limpa 
 CD4+ adalah glikoprotein membran yang termasuk dalam keluarga 
imunoglobulin dan koreseptor aktivasi MHC (major histocompatibility complex) 
kelas-II pada sel T (Naeim, 2012). Fungsi CD4+ adalah untuk memperkuat sinyal 
tranduksi sehingga sel T dapat teraktivasi (Wiedosari, 2007). Pengamatan 
populasi CD4+ pada limpa dilakukan terhadap 6 kelompok perlakuan. Hasil 
pengamatan populasi CD4+ pada limpa dapat dilihat pada Gambar 5.4 dan 
Gambar 5.5. 
Berdasarkan Gambar 5.5, terdapat perbedaan antar kelompok perlakuan. 
Rerata persentase CD4+ limpa tertinggi ditunjukkan pada kelompok tikus terpapar 
yang diberikan wedang uwuh rosella (P4) yaitu sebesar 0,95% yang berbeda nyata 
(p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P0, P1, P2 dan P3, tetapi tidak berbeda 
nyata dibandingkan dengan kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh 
komersial (P5). Sedangkan rerata persentase CD4+ limpa terendah ditunjukkan 
pada kelompok P0 (kontrol negatif) yaitu sebesar 0,43% yang berbeda nyata 
(p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P4 dan P5, tetapi tidak berbeda nyata 
dibandingkan dengan kelompok tikus sehat dengan pemberian wedang uwuh 
rosella (P1), wedang uwuh komersial (P2), dan kontrol positif (P3). Grafik rerata 
persentase CD4+ limpa (Gambar 5.5) menunjukkan bahwa pada kelompok tikus 
terpapar yang diberikan wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial 
(P5) memiliki rerata persentase CD4+ lebih tinggi signifikan dibandingkan dengan 








Gambar 5.4 Hasil analisis flowcytometri CD4+ pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK) 
 
 
Gambar 5.5 Grafik analisis flowcytometri CD4+ pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
Rerata persentase CD4+ limpa pada kelompok kontrol positif (P3) yang 
tinggi dibandingkan kontrol negatif (P0) (Gambar 5.5) diduga disebabkan oleh 
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CD4+ untuk mengeleminasi antigen. Hal ini sejalan dengan Jubri et al. (2013) 
bahwa merokok dapat menyebabkan peningkatan pada sel CD4+ dan sel B. 
 Pada kelompok pemberian wedang uwuh rosella (P1 dan P4) dan wedang 
uwuh komersial (P2 dan P5) menunjukkan peningkatan rerata sel T CD4+ 
dibandingkan kelompok kontrol (P0 dan P3). Hal tersebut disebabkan karena 
adanya senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan seperti flavonoid dalam 
wedang uwuh sehingga meningkatkan proliferasi sel T CD4+. Senyawa flavonoid 
pada rosella merah mampu meningkatkan persentase sel CD4+ secara signifikan 
(Mardhiyani et al. 2018) melalui rangsangan aktivitas IL-2 sehingga meningkatkan 
proliferasi sel limfosit CD4+(Djati et al., 2017). Selain itu, Piekarska et al. (2018) 
melaporkan bahwa kandungan antosianin mampu meningkatkan persentase sel 
CD3+ dan CD4+, serta rasio CD4+/CD8+. 
5.3.2 Populasi Sel CD8+ Pada Limpa 
 CD8+ adalah glikoprotein permukaan sel yang termasuk dalam keluarga 
supergen imunoglobulin dan ditemukan pada limfosit T sitotoksik/supresor dan 
subset timosit meduler (Naeim, 2012). Pengamatan populasi CD8+ pada limpa 
dilakukan terhadap 6 kelompok perlakuan. Hasil pengamatan populasi CD8+ pada 
limpa dapat dilihat pada Gambar 5.6 dan Gambar 5.7. 
 
Gambar 5.6 Hasil analisis flowcytometri CD8+ pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK) 
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Gambar 5.7 Grafik analisis flowcytometri CD8+ pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
Berdasarkan Gambar 5.7, terdapat perbedaan antar kelompok perlakuan. 
Rerata persentase CD8+ limpa tertinggi ditunjukkan pada kelompok tikus terpapar 
yang diberikan wedang uwuh rosella (P4) yaitu sebesar 0,51% yang berbeda nyata 
(p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P0, P1, P2 dan P3, tetapi tidak berbeda 
nyata dibandingkan dengan kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh 
komersial (P5). Sedangkan rerata persentase CD8+ limpa terendah ditunjukkan 
pada kelompok P0 (kontrol negatif) yaitu sebesar 0,21% yang berbeda nyata 
(p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P4 dan P5, tetapi tidak berbeda nyata 
dibandingkan dengan kelompok tikus sehat dengan pemberian wedang uwuh 
rosella (P1), wedang uwuh komersial (P2), dan kontrol positif (P3). Grafik rerata 
persentase CD8+ limpa (Gambar 5.7) menunjukkan bahwa pada kelompok tikus 
terpapar yang diberikan wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial 
(P5) memiliki rerata persentase CD8+ lebih tinggi signifikan dibandingkan dengan 
kelompok tikus terpapar tanpa pemberian wedang uwuh atau kontrol positif (P3). 
Rerata persentase CD8+ limpa pada kelompok kontrol positif (P3) yang 
tinggi dibandingkan kontrol negatif (P0) (Gambar 5.7) diduga disebabkan oleh 
respon sistem imun terhadap paparan asap rokok sehingga memicu aktivasi dari 
sel T CD8+ untuk mengeleminasi antigen yang masuk. Peningkatan sel T CD8+ 


























TLR4 dan TLR9 yang akan menyebabkan peningkatan produksi sitokin (Nadigel 
et al., 2011). 
 Pada kelompok pemberian wedang uwuh rosella (P1 dan P4) dan wedang 
uwuh komersial (P2 dan P5) menunjukkan peningkatan rerata sel T CD8+ 
dibandingkan kelompok kontrol (P0 dan P3). Hal tersebut disebabkan karena 
adanya senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan seperti fenolik dalam wedang 
uwuh yang akan meningkatkan proliferasi sel T CD8+. Senyawa flavonoid 
dilaporkan secara signifikan mampu meningkatkan efek proliferasi dan diferensiasi 
sel B pada bone marrow serta meningkatkan ekspresi CD4+ dan CD8+ pada sel B 
dan eritroid di limpa dan bone marrow. Senyawa flavonoid merangsang aktivitas 
IL-2 sehingga meningkatkan proliferasi sel limfosit (Djati et al., 2017). Selain itu, 
Zunino et al. (2013) melaporkan bahwa senyawa antosianin dapat meningkatkan 
proliferasi sel CD8+. 
5.3.3 Populasi Sel CD4+NF-kB Pada Limpa 
Nuclear factor kappa-B (NFκB) merupakan faktor transkripsi peka redoks 
(redox-sensitive) yang mengatur serangkaian gen inflamasi yang berperan penting 
dalam inisiasi dan perkembangan dari patogenesis dalam beberapa jenis penyakit 
seperti aterosklerosis, penyakit radang usus, arthritis autoimun, glomerulonefritis, 
asma, fibrosis paru-paru, syok septik, karsinogenesis dan AIDS (Valen et al., 
2001). Pengamatan populasi CD4+ NF-kB pada limpa dilakukan terhadap 6 
kelompok perlakuan. Hasil pengamatan populasi CD4+ NF-kB pada limpa dapat 
dilihat pada Gambar 5.8 dan Gambar 5.9. 
Berdasarkan Gambar 5.9, terdapat perbedaan antar kelompok perlakuan. 
Rerata persentase sel CD4+ yang mengekspresikan NF-kB tertinggi ditunjukkan 
pada kelompok P3 (kontrol positif) yaitu sebesar 1,81% yang berbeda nyata 
(p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P0, P1, P2 dan P4, tetapi tidak berbeda 
nyata dengan kelompok P5. Sedangkan Rerata persentase CD4+ yang 
mengekspresikan NF-kB terendah ditunjukkan pada kelompok P0 (kontrol negatif) 
yaitu sebesar 1,05% yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok 
P3, P4 dan P5, tetapi tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok tikus 








Gambar 5.8 Hasil analisis flowcytometri CD4+NF-kB pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK) 
 
 
Gambar 5.9 Grafik analisis flowcytometri CD4+NF-kB pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
Rerata persentase CD4+ yang mengekspresikan NF-kB pada kelompok 
kontrol positif (P3) yang tinggi dibandingkan kontrol negatif (P0) (Gambar 5.9) 
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diakibatkan oleh paparan asap rokok selama 30 hari. Paparan asap rokok akan 
mengaktifkan jalur NF-kB melalui aktivasi enzim IkB kinase (IKK) dan degradasi 
IkB yang menghasilkan ekspresi gen inflamasi (Rom et al., 2013).  
 Pada kelompok paparan asap rokok selama 30 hari dengan pemberian 
wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial (P5) menunjukkan rerata 
sel CD4+ yang mengekspresikan NF-kB yang lebih rendah dibandingkan dengan 
kelompok kontrol positif (P3). Hal tersebut disebabkan karena adanya senyawa 
yang memiliki aktivitas antioksidan seperti fenolik dalam wedang uwuh yang akan 
menghambat sekresi dari NF-kB. Hal ini sejalan dengan hasil yang ditemukan oleh 
Souza et al. (2017) bahwa senyawa fenolik pada minyak zaitun, seperti 
hidroksitirosol, tirosol, dan turunan secoiridoid-nya, dapat memodifikasi kaskade 
pensinyalan dan jaringan transkripsi (memblokir sinyal dan ekspresi NF-kB). 
Limtrakul et al. (2015) juga melaporkan bahwa senyawa fenolik seperti antosianin 
dari ekstrak beras hitam mampu menghambat inflamasi akibat lipolisakarida 
melalui penghambatan pensinyalan MAPK yang menghambat translokasi NF-kB 
dan AP-1.  
5.3.4 Populasi Sel CD8+ NF-kB Pada Limpa 
NF-kB merupakan faktor transkripsi yang mengatur proses inflamasi dan 
bertanggung jawab terhadap regulasi gen yang mengkode kemokin, molekul 
adhesi, sitokin dan protein fase akut proinflamasi, enzim cyclooxygenase (COX)-
2, sintase oksida nitrat yang dapat diinduksi, apoptosis, dan proliferasi seluler 
(Souza et al., 2017). Pengamatan populasi CD8+ NF-kB pada limpa dilakukan 
terhadap 6 kelompok perlakuan. Hasil pengamatan populasi CD8+ NF-kB pada 
limpa dapat dilihat pada Gambar 5.10 dan Gambar 5.11. 
Berdasarkan Gambar 5.11, terdapat perbedaan antar kelompok 
perlakuan. Rerata persentase sel CD8+ yang mengekspresikan NF-kB tertinggi 
ditunjukkan pada kelompok P3 (kontrol positif) yaitu sebesar 1,72% yang berbeda 
nyata (p<0,05) dibandingkan dengan lainnya. Sedangkan Rerata persentase CD8+ 
yang mengekspresikan NF-kB terendah ditunjukkan pada kelompok P0 (kontrol 
negatif) yaitu sebesar 0,36% yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan 
kelompok P3, tetapi tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok tikus 
sehat (P2 dan P3) dan yang diberi paparan asap rokok (P4 dan P5) dengan 







Gambar 5.10 Hasil analisis flowcytometri CD8+NF-kB pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK) 
 
 
Gambar 5.11 Grafik analisis flowcytometri CD8+NF-kB pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
Rerata persentase CD8+ yang mengekspresikan NF-kB pada kelompok 
kontrol positif (P3) yang tinggi dibandingkan kontrol negatif (P0) (Gambar 5.11) 
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diakibatkan oleh paparan asap melalui peningkatan aktivitas NF-kB. Asap rokok 
memberikan dampak yang besar terhadap sistem imun dengan peningkatan 
regulasi berbagai gen proinflamasi melalui aktivasi jalur NF-kB (Rom et al., 2013).  
 Pada kelompok paparan asap rokok selama 30 hari dengan pemberian 
wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial (P5) menunjukkan rerata 
sel CD8+ yang mengekspresikan NF-kB yang lebih rendah dibandingkan dengan 
kelompok kontrol positif (P3). Hal tersebut disebabkan karena adanya senyawa 
yang memiliki aktivitas antioksidan seperti fenolik dalam wedang uwuh yang akan 
menghambat sekresi NF-kB. Senyawa kuersetin dan antosianin pada rosella 
merah dilaporkan mampu menurunkan regulasi (down regulating) dan 
menghambat translokasi NF-kB dari sitosol ke nuklues dan mencegah fosforilasi 
IkB sehingga menurunkan produksi mediator proinflamasi seperti IL-6 dan TNF-α 
(Santoso et al., 2019). Penurunan aktivitas NF-kB akan mengurangi ekspresi gen 
proinflamasi (Umeoguaju et al., 2021) yang menyebabkan jumlah sel CD8+ yang 
mengekspresikan NF-kB menjadi lebih rendah. 
5.3.5 Populasi Sel CD4+ TNF-α Pada Limpa 
Tumor necrosis factor alpha (TNF-𝛼) merupakan sitokin utama yang 
berperan dalam respon inflamasi akut terhadap patogen. Sumber utama TNF-𝛼 
berasal dari fagosit mononuklear dan sel T yang diaktivasi oleh antigen, sel NK 
(Natural Killer) dan sel mast (Baratawidjaya dan Rengganis, 2018). Pengamatan 
populasi CD4+ TNF-α pada limpa dilakukan terhadap 6 kelompok perlakuan. Hasil 
pengamatan populasi CD4+ TNF-α pada limpa dapat dilihat pada Gambar 5.12 
dan Gambar 5.13. 
Berdasarkan Gambar 5.13, terdapat perbedaan antar kelompok 
perlakuan. Rerata persentase CD4+ TNF-α limpa tertinggi ditunjukkan pada 
kelompok P3 (tikus kontrol positif) yaitu sebesar 1,15% yang berbeda nyata 
(p<0,05) dibandingkan dengan kelompok lainnya. Sedangkan rerata persentase 
CD4+ TNF-α limpa terendah ditunjukkan pada kelompok P0 (kontrol negatif) yaitu 
sebesar 0,46% yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P3, 
P4 dan P5, tetapi tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok tikus sehat 
dengan pemberian wedang uwuh rosella (P1) dan wedang uwuh komersial (P2). 
Pada kelompok pemberian paparan asap rokok (P3, P4 dan P5) memiliki rerata 
persentase CD4+ TNF-α lebih tinggi signifikan dibandingkan dengan kelompok 
sehat (P0, P1 dan P2). Akan tetapi, pada kelompok tikus terpapar yang diberikan 





rendah yang berbeda nyata (p<0,05) bila dibandingkan dengan kontrol positif (P3), 
tetapi tidak berbeda nyata dengan kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang 
uwuh komersial (P5). 
 
Gambar 5.12 Hasil analisis flowcytometri CD4+TNF-α pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK) 
 
 
Gambar 5.13 Grafik analisis flowcytometri CD4+TNF-α pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 





















P0 P1 P2 







0,46 0,51 0,50 





Rerata persentase CD4+ TNF-α limpa pada kelompok kontrol positif (P3) 
yang tinggi dibandingkan kontrol negatif (P0) (Gambar 5.13) menunjukkan 
terjadinya inflamasi karena peningkatan sitokin proinflamasi yang diakibatkan oleh 
paparan asap rokok selama 30 hari. ROS yang diproduksi dalam jumlah besar 
akibat asap rokok, akan mengaktivasi sinyal intraseluler pada sel endotel yang 
memicu aktivasi gen dan pembentukan dari mediator inflamasi sehingga 
menyebabkan terjadinya inflamasi (Lee et al., 2012). TNF-α merupakan salah satu 
sitokin pro-inflamasi utama yang menyebabkan inflamasi akut dan berperan 
penting terhadap perkembangan dari patogenesis PPOK akibat asap rokok (Chao 
et al., 2013). Asap rokok dapat mengaktivasi makrofag dan menginduksi 
pelepasan TNF-α melalui jalur ERK1/2 (Wang et al., 2010) sehingga menyebabkan 
peningkatan TNF-α pada kelompok yang diberi paparan asap rokok (P3, P4 dan 
P5) dibandingkan kelompok sehat (P0, P1 dan P2). 
 Pada kelompok paparan asap rokok selama 30 hari dengan pemberian 
wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial (P5) menunjukkan rerata 
persentase CD4+ TNF-α yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol 
positif (P3). Hal tersebut disebabkan karena adanya senyawa yang memiliki 
aktivitas antioksidan seperti fenolik dalam wedang uwuh yang akan menghambat 
sekresi TNF-α. Hal ini sejalan dengan hasil yang ditemukan oleh Kuschner et al. 
(1996), Jeong et al. (2010), dan Kusumastuty et al. (2015), bahwa kandungan 
polifenol akan menurunkan ekspresi ERK1, ERK2 dan p38MAPK sehingga 
menyebabkan penghambatan sekresi TNF-α. ERK atau classic MAPK (mitogen-
activated protein kinase) merupakan molekul yang memediasi dari pembentukan 
protease dan sitokin apabila mendapatkan rangsangan. Asap rokok merupakan 
salah satu rangsangan eksogen yang dapat memediasi dari aktivasi ERK sehingga 
menyebabkan terjadinya inflamasi.  
Umeoguaju et al. (2021) melaporkan bahwa senyawa polifenol pada rosella 
merah mampu menghambat aktivasi NF-kB yang diinduksi TNF-α sehingga 
mengurangi sinyal yang berpotensi merangsang ekspresi sitokin inflamasi yang 
diinduksi NF-kB. Saat TNF-α mengikat dengan reseptornya yaitu TNF-R 1 dan 2 
(tumor necrosis factor receptor), akan memicu terjadinya inflamasi melalui 
berbagai jalur pensinyalan (signaling) seperti aktivasi NF-kB, MAPK/c-Jun, dan 
pensinyalan caspase apoptotic. Akan tetapi, produksi TNF-α yang terus menerus 






5.3.6 Populasi Sel CD4+ IFN-γ Pada Limpa 
Interferon (IFN) tipe II atau IFN-γ merpakan subkelompok sitokin yang 
berfungsi untuk aktivasi makrofag dan berbagai jenis sel lainnya (Abbas et al., 
2019). IFN-γ disekresikan oleh sel T setelah dirangsang oleh antigen spesifik 
(Baratawidjaja dan Rengganis 2010). Pengamatan populasi CD4+ IFN-γ pada 
limpa dilakukan terhadap 6 kelompok perlakuan.  Hasil pengamatan populasi CD4+ 
IFN-γ pada limpa dapat dilihat pada Gambar 5.14 dan Gambar 5.15. 
 
Gambar 5.14 Hasil analisis flowcytometri CD4+IFN-γ pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK) 
 
Berdasarkan Gambar 5.15, terdapat perbedaan antar kelompok 
perlakuan. Rerata persentase CD4+ IFN-γ limpa tertinggi ditunjukkan pada 
kelompok P3 (tikus kontrol positif) yaitu sebesar 0,87% yang berbeda nyata 
(p<0,05) dibandingkan dengan kelompok lainnya. Sedangkan rerata persentase 
CD4+ IFN-γ limpa terendah ditunjukkan pada kelompok P0 (kontrol negatif) yaitu 
sebesar 0,50% yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P3 
dan P5, tetapi tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok tikus sehat 
dengan pemberian wedang uwuh rosella (P1) dan wedang uwuh komersial (P2), 
serta tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh rosella (P4). Grafik rerata 
persentase CD4+ IFN-γ limpa (Gambar 5.15) menunjukkan bahwa pada kelompok 
pemberian paparan asap rokok (P3, P4 dan P5) memiliki rerata persentase CD4+ 
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IFN-γ lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok sehat (P0, P1 dan P2). Akan 
tetapi, pada kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh rosella (P4) 
menunjukkan rerata persentase CD4+ IFN-γ lebih rendah yang berbeda nyata 
(p<0,05) bila dibandingkan dengan kontrol positif (P3), tetapi tidak berbeda nyata 
dengan kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh komersial (P5). 
 
 
Gambar 5.15 Grafik analisis flowcytometri CD4+IFN-γ pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
Rerata persentase CD4+ IFN-γ limpa pada kelompok kontrol positif (P3) 
yang tinggi dibandingkan kontrol negatif (P0) (Gambar 5.15) menunjukkan 
terjadinya inflamasi karena peningkatan sitokin proinflamasi yang diakibatkan oleh 
paparan asap rokok selama 30 hari. Paparan asap rokok tembakau meningkatkan 
respon sitokin yang terkait dengan sel Th1, Th17 dan Treg. Selain itu, paparan 
asap rokok juga memicu meningkatnya sitokin IFN-γ yang berhubungan dengan 
peningkatan ekspresi gen FoxP3 (Khanna et al., 2013), 
 Pada kelompok paparan asap rokok selama 30 hari dengan pemberian 
wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial (P5) menunjukkan rerata 
persentase CD4+ IFN-γ yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol 
positif (P3). Hal tersebut disebabkan karena adanya senyawa yang memiliki 
aktivitas antioksidan seperti polifenol dalam wedang uwuh yang akan menghambat 
sekresi IFN-γ. Widyaningsih et al. (2020) melaporkan bahwa asam kafeat dan 
kuersetin dalam wedang uwuh mampu menurunkan sitokin pro-inflamasi yaitu 























(2016) bahwa ekstrak kelopak rosella merah secara signifikan mengurangi tingkat 
sitokin pro-inflamasi yaitu TNF-α, IL-6 dan IFN-γ melalui penurunan nitric oxide 
(NO) dan katalase yang penting dalam aktivasi makrofag. 
5.3.7 Populasi Sel CD4+ IL-6 Pada Limpa 
 Interleukin-6 (IL-6) merupakan sitokin proinflamasi yang berperan dalam 
inflamasi sebagai respon pertama terhadap infeksi atau iritasi (Baratawidjaja dan 
Rengganis, 2018). IL-6 disekresikan oleh sel T dan makrofag untuk merangsang 
kekebalan tubuh selama terjadi infeksi (Masfufatun et al., 2018). Pengamatan 
populasi CD4+ IL-6 pada limpa dilakukan terhadap 6 kelompok perlakuan. Hasil 




Gambar 5.16 Hasil analisis flowcytometri CD4+IL-6 pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK) 
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Gambar 5.17 Grafik analisis flowcytometri CD4+IL-6 pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
Berdasarkan Gambar 5.17, terdapat perbedaan antar kelompok 
perlakuan. Rerata persentase CD4+ IL-6 limpa tertinggi ditunjukkan pada 
kelompok P3 (tikus kontrol positif) yaitu sebesar 0,70% yang berbeda nyata 
(p<0,05) dibandingkan dengan kelompok lainnya. Sedangkan rerata persentase 
CD4+ IL-6 limpa terendah ditunjukkan pada kelompok P0 (kontrol negatif) yaitu 
sebesar 0,31% yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P3 
(kontrol positif) tetapi tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok tikus 
sehat (P1 dan P2) dan tikus terpapar (P4 dan P5) yang diberikan wedang uwuh. 
Pada kelompok pemberian paparan asap rokok (P3, P4 dan P5) memiliki rerata 
persentase CD4+ IL-6 lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok sehat (P0, P1 
dan P2). Akan tetapi, pada kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh 
rosella (P4) menunjukkan rerata persentase CD4+ IL-6 lebih rendah yang berbeda 
nyata (p<0,05) bila dibandingkan dengan kontrol positif (P3), tetapi tidak berbeda 
nyata dengan kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh komersial 
(P5). 
Rerata persentase CD4+ IL-6 limpa pada kelompok kontrol positif (P3) yang 
tinggi dibandingkan kontrol negatif (P0) (Gambar 5.17) menunjukkan terjadinya 
inflamasi karena peningkatan sitokin proinflamasi yang diakibatkan oleh paparan 
asap rokok selama 30 hari. Peningkatan kada IL-6 oleh asap rokok diakibatkan 
karena tingginya kadar TNF-α yang dapat meningkatkan produksi IL-6 melalui jalur 



























(2014) dalam penelitiannya melaporkan bahwa, asap rokok dapat menginduksi 
ekspresi IL-33 dan ST2 pada paru-paru. IL-33 mempunyai peran penting dalam 
sinyal inflamasi pada saluran pernafasan. Asap rokok menyebabkan IL-33 
meningkatkan produksi sitokin IL-6 dan IL-8. 
 Pada kelompok paparan asap rokok selama 30 hari dengan pemberian 
wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial (P5) menunjukkan rerata 
persentase CD4+ IL-6  yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol 
positif (P3). Hal tersebut disebabkan karena adanya senyawa yang memiliki 
aktivitas antioksidan seperti fenolik dalam wedang uwuh yang akan menghambat 
sekresi IL-6. Hal ini sejalan dengan hasil yang ditemukan oleh Santoso et al. (2019) 
bahwa kandungan kuersetin dan antosianin pada rosella merah mampu 
menghambat produksi IL-6 melalui regulasi terhadap p38-MAPK (p38-mitogen-
activated protein kinase). Umeoguaju et al. (2021) yang menemukan bahwa 
pemberian ekstrak rosella merah memiliki manfaat kesehatan pada beberapa jenis 
penyakit dengan mencegah, menyembuhkan atau menghambat perkembangan 
penyakit itu. Ekstrak rosella merah berperan dalam inflamasi kronis dengan 
menghambat sekresi IL-6. Pensinyalan disfungsional IL-6 berperan pada 
beberapa jenis penyakit seperti autoimun, peradangan kronis disfungsi endotel, 
dan fibrogenesis. 
5.3.8 Populasi Sel CD4+ IL-10 Pada Limpa 
 Interleukin-10 (IL-10) merupakan sitokin antiinflamasi yang berperan dalam 
down-regulation terhadap sitokin proinflamasi, memiliki efek perlindungan 
terhadap kerusakan akibat produksi proinflamasi yang berlebihan, serta IL-10 
dapat menghambat aktivitas konstimulator makrofag melalui penghambatan 
ekspresi MHC kelas II dan kostimulator molekul monosit. IL-10 diproduksi oleh sel 
monosit, sel T dan sel-sel lain sebagai respon terhadap beberapa sitokin 
proinflamasi (Baratawidjaja dan Rengganis 2010; Niikura et al. 2010). Pengamatan 
populasi CD4+ IL-10 pada limpa dilakukan terhadap 6 kelompok perlakuan. Hasil 








Gambar 5.18 Hasil analisis flowcytometri CD4+IL-10 pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK) 
 
 
Gambar 5.19 Grafik analisis flowcytometri CD4+IL-10 pada limpa 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
Berdasarkan Gambar 5.19, terdapat perbedaan antar kelompok 
perlakuan. Rerata persentase CD4+ IL-10 limpa tertinggi ditunjukkan pada 
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0,76% yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P0, P1, P2 
dan P3, tetapi tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok tikus terpapar 
yang diberikan wedang uwuh komersial (P5). Sedangkan rerata persentase CD4+ 
IL-10 limpa terendah ditunjukkan pada kelompok P0 (kontrol negatif) yaitu sebesar 
0,18% yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P4 dan P5, 
tetapi tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok tikus sehat dengan 
pemberian wedang uwuh rosella (P1), wedang uwuh komersial (P2), dan kontrol 
positif (P3). Grafik rerata persentase CD4+ IL-10 limpa (Gambar 5.19) 
menunjukkan bahwa pada kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh 
rosella (P4) dan wedang uwuh komersial (P5) memiliki rerata persentase CD4+ IL-
10 lebih tinggi signifikan dibandingkan dengan kelompok tikus terpapar tanpa 
pemberian wedang uwuh atau kontrol positif (P3). 
Rerata persentase CD4+ IL-10 limpa pada kelompok kontrol positif (P3) 
yang rendah dibandingkan kelompok P4 dan P5 (Gambar 5.19) menunjukkan 
terjadinya inflamasi karena rendahnya persentase sitokin antiinflamasi yang 
menyebabkan peningkatan terhadap sitokin proinflamasi yang akibat paparan 
asap rokok selama 30 hari. Paparan asap rokok dapat meningkatkan inflamasi 
paru-paru dengan peningkatan jumlah neutrofil dan induksi ekspresi TNF-α akibat 
defisiensi IL-10 (Higaki et al., 2015). 
 Pada kelompok pemberian wedang uwuh rosella (P1 dan P4) dan wedang 
uwuh komersial (P2 dan P5) menunjukkan peningkatan rerata CD4+ IL-10 
dibandingkan kelompok kontrol (P0 dan P3). Hal tersebut disebabkan karena 
adanya senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan seperti fenolik dalam wedang 
uwuh yang akan meningkatkan ekspresi IL-10. Hal ini sejalan dengan hasil yang 
ditemukan oleh Lubis et al. (2020) bahwa kandungan fenolik pada kelopak rosella 
merah mampu menurunkan inflamasi melalui peningkatan ekspresi sitokin 
antiinflamasi (IL-10) sehingga menurunkan ekspresi sitokin proinflamasi (IL-6 dan 
TNF-α). Selain dapat menurunkan sitokin proinflamasi seperti TNF-α, IL-10 juga 
dapat mempengaruhi pematangan sel B dan produksi antibodi (Fakaye, 2008), 
meningkatkan diferensiasi sel Treg yang mensekresikan IL-10, mengaktifkan sel 









5.3.9 Kadar SOD Pada Serum Darah 
Superoksida Dismutase (SOD) merupakan enzim antioksidan yang 
berfungsi sebagai pertahanan fisiologis terhadap radikal bebas dan reactive 
oxygen species (ROS) yang dihasilkan dari stres endogen (dalam tubuh) maupun 
eksogen (dari luar tubuh) (Stephenie et al., 2020). Pengamatan SOD serum 
dilakukan terhadap 6 kelompok perlakuan. Hasil pengamatan kadar SOD serum 
dapat dilihat pada Gambar 5.20. 
 
 
Gambar 5.20 Grafik rerata kadar SOD serum 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
Berdasarkan grafik rerata kadar SOD serum (Gambar 5.20), terdapat 
perbedaan antar kelompok perlakuan. Kadar SOD serum tertinggi ditunjukkan 
pada kelompok P1 (tikus sehat dengan pemberian wedang uwuh rosella) yaitu 
sebesar 50,52 U/mL yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok 
P0, P3, P4 dan P5, tetapi tidak berbeda nyata dengan kelompok P2 (tikus sehat 
dengan pemberian wedang uwuh komersial). Sedangkan kadar SOD serum 
terendah ditunjukkan pada kelompok P3 (kontrol positif) yaitu sebesar 23,89 U/mL 
yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok lainnya. Gambar 
5.20 menunjukkan bahwa pada kelompok pemberian paparan asap rokok (P3, P4 
dan P5) memiliki kadar SOD serum yang lebih rendah secara signifikan 
dibandingkan dengan kelompok sehat (P0, P1 dan P2). Akan tetapi, pada 

























peningkatan SOD serum yang berbeda nyata (p<0,05) bila dibandingkan dengan 
kontrol positif (P3), tetapi tidak berbeda nyata dengan kelompok tikus terpapar 
yang diberikan wedang uwuh komersial (P5). 
 Kadar SOD serum pada kelompok kontrol positif (P3) yang rendah 
dibandingkan kontrol negatif (P0) menunjukkan terjadinya stres oksidatif karena 
tingginya radikal bebas yang diakibatkan oleh paparan asap rokok selama 30 hari. 
Asap rokok tembakau mengandung radikal bebas baik dalam fase partikulat 
maupun gas dan berpotensi menyebabkan kerusakan oksidatif biologis 
(Valavanidis et al., 2009). Peningkatan produksi ROS yang besar akibat paparan 
asap rokok, akan menyebabkan ketidakseimbangan antara radikal bebas dan 
antioksidan tubuh (Ayala et al., 2014). SOD merupakan enzim antioksidan yang 
berperan untuk melindungi jaringan dari kerusakan akibat ROS. Produksi ROS 
yang besar dari asap rokok menyebabkan penurunan kapasitas antioksidan 
endogen sistemik dalam bentuk enzim seperti SOD, katalase dan glutathione 
peroksidase (Agnihotri et al., 2009). 
 Pada kelompok paparan asap rokok selama 30 hari dengan pemberian 
wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial (P5) memiliki kadar SOD 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (P3). Hal tersebut 
disebabkan karena adanya senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan seperti 
fenolik dalam wedang uwuh. Antioksidan dapat menghambat peningkatan radikal 
bebas melalui scavenging serta secara tidak langsung dengan cara menghambat 
aktivitas/ekspresi dari enzim penghasil radikal bebas, atau meningkatkan 
aktivitas/ekspresi enzim antioksidan intraseluler (Lü et al., 2010). Peningkatan 
kadar SOD serum pada kelompok dengan pemberian wedang uwuh rosella (P1 
dan P4) dan wedang uwuh komersial (P2 dan P5) sejalan dengan hasil yang 
dilaporkan oleh Gad et al. (2021), Izquierdo-Vega et al. (2020) dan Hoseini et al. 
(2021), bahwa senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan seperti antosianin, 
fenol, flavonoid dan asam organik secara signifikan meningkatkan kadar SOD dan 
menekan stres oksidatif. 
5.3.10 Kadar MDA Pada Serum Darah 
Malonaldehid (MDA) adalah produk akhir dari oksidasi lipid yang bersifat 
toksik terhadap sel dan merupakan senyawa dialdehid yang memiliki tiga rantai 
karbon serta memiliki berat molekul (BM) rendah. Kadar MDA digunakan sebagai 
indikator stres oksidatif pada lemak tidak jenuh dan indikator keberadaan radikal 









Gambar 5.21 Grafik rerata kadar MDA serum 
Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + WUK), 
P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + WUK), huruf 
yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata antar data (p<0,05) 
 
 Berdasarkan grafik rerata kadar MDA serum (Gambar 5.21), terdapat 
perbedaan antar kelompok perlakuan. Kadar MDA serum tertinggi ditunjukkan 
pada kelompok P3 (kontrol positif) yaitu sebesar 501,33 ng/mL yang berbeda 
nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok lainnnya. Sedangkan kadar MDA 
serum terendah ditunjukkan pada kelompok P0 (kontrol negatif) yaitu sebesar 
338,74 ng/mL yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok P3, 
P4 dan P5, tetapi tidak berbeda nyata dengan kelompok pemberian wedang uwuh 
rosella (P1) dan wedang uwuh komersial (P2). Gambar 5.21 menunjukkan bahwa 
pada kelompok pemberian paparan asap rokok (P3, P4 dan P5) memberikan 
peningkatan MDA yang signifikan dibandingkan dengan kelompok sehat (P0, P1 
dan P2). Akan tetapi, pada kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh 
rosella (P4) menunjukkan kadar MDA serum lebih rendah yang berbeda nyata 
(p<0,05) bila dibandingkan dengan kontrol positif (P3), tetapi tidak berbeda nyata 
dengan kelompok tikus terpapar yang diberikan wedang uwuh komersial (P5). 
Secara alami, radikal bebas terbentuk di dalam tubuh dari sisa-sisa 
metabolisme. Radikal bebas dalam jumlah rendah dapat dinetralisasir oleh 


























berlebih dapat menyebabkan ketidakseimbangan jumlah radikal bebas dengan 
antioksidan alami tubuh sehingga memicu terjadinya stres oksidatif (Vouldoukis et 
al., 2004). 
 Kadar MDA serum pada kelompok kontrol positif (P3) yang tinggi 
dibandingkan kontrol negatif (P0) menunjukkan terjadinya stres oksidatif karena 
tingginya radikal bebas yang diakibatkan oleh paparan asap rokok selama 30 hari. 
Asap rokok tembakau mengandung banyak bahan kimia bersifat beracun, 
karsinogenik dan mutagenik, serta radikal bebas dalam fase partikulat maupun gas 
dan berpotensi menyebabkan kerusakan oksidatif biologis (Valavanidis et al., 
2009). Radikal bebas atau ROS (reactive oxygen species) yang tinggi, dapat 
menyebabkan kerusakan langsung pada lipid. Sumber utama produksi ROS 
endogen adalah mitokondria, membran plasma, retikulum endoplasma, dan 
peroksisom. Sedangkan sumber ROS eksogen berasal dari rangsangan seperti 
radiasi pengion, sinar ultraviolet, infeksi patogen, racun lingkungan dan asap 
rokok. Pemasukan radikal bebas dari luar dalam jumlah besar akan menyebabkan 
ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan tubuh. Hal tersebut 
dapat memicu terbentuknya stres oksidatif yang ditandai dengan peningkatan 
kadar MDA sebagai hasil akhir dari peroksida lipid (Ayala et al., 2014). 
 Pada kelompok paparan asap rokok selama 30 hari dengan pemberian 
wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh komersial (P5) memiliki kadar MDA 
yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (P3). Hal tersebut 
disebabkan karena adanya senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan seperti 
fenolik dalam wedang uwuh. Aktivitas antioksidan dapat menghambat peningkatan 
kadar MDA dengan beberapa mekanisme yaitu secara langsung dengan cara 
mengikat (scavenging) radikal bebas melalui scavenging secara langsung atau 
dengan mencegah pembentukan radikal bebas melalui khelasi (chelation) ion 
logam bebas atau mengubah H2O2 menjadi senyawa tidak berbahaya lainnya. 
Ataupun secara tidak langsung dengan cara menghambat aktivitas/ekspresi dari 
enzim penghasil radikal bebas, atau meningkatkan aktivitas/ekspresi enzim 
antioksidan intraseluler (Lü et al., 2010). Gad et al. (2021), melaporkan bahwa 
senyawa polifenol (antosianin, fenol dan flavonoid serta turunan glikosida) pada 
rosella merah memiliki aktivitas antioksidan yang dapat mengikat (scavenging) 







5.3.11 Histopatologi Paru-Paru Tikus 
Analisis histopatologi paru-paru tikus dilakukan untuk melihat pengaruh 
perlakuan terhadap jaringan paru-paru tikus. Pengamatan histopatologi paru-paru 
tikus dilakukan terhadap 6 kelompok perlakuan. Pada penelitian ini, seluruh tikus 
dibedah pada hari ke-38 dan diambil organ paru-parunya. Selanjutnya organ paru-
paru tersebut difiksasi dalam larutan formalin 10% untuk diproses proses 
pembuatan sediaan dan pewarnaan HE. Hasil pewarnaan HE organ paru-paru 
tikus dapat dilihat pada Gambar 5.22. 
 Berdasarkan hasil pengamatan histopatologi paru-paru tikus dengan 
pewarnaan HE dengan pembesaran 400x (Gambar 5.22) pada 5 lapang pandang 
yang berbeda, diketahui bahwa terdapat perbedaan histopatologi antara kelompok 
sehat dan kelompok yang diberi paparan asap rokok. Pada kelompok kontrol 
negatif (P0), tikus sehat dengan pemberian wedang uwuh rosella (P1) dan tikus 
sehat dengan pemberian wedang uwuh komersial (P2) histologis paru-paru tikus 
tampak dalam keadaan normal. Alveolus yang berbentuk normal, septum 
interalveolar tidak mengalami penebalan dan tidak ada infiltrasi sel radang. 
Sedangkan pada kelompok yang diberi paparan asap rokok selama 30 hari, 
ditemukan terdapat beberapa kerusakan pada histologis paru-paru.  
   
   
Gambar 5.22 Histopatologi paru-paru tikus pada pembesaran 400x 
(Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + 
WUK), P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + 
























Pada kelompok kontrol negatif (P3) tampak septum interalveolar 
mengalami penebalan yang besar akibat infiltrasi sel inflamatori (Gambar 5.22). 
Menurut Profita et al. (2010), peningkatan infiltrasi sel inflamatori akan 
menyebabkan terjadinya dominasi penebalan septum interalveolar. Profil infiltrasi 
sel inflamatori berupa akumulasi dari neutrofil sekunder dalam jaringan pengisi 
atau matriks ekstraseluler septum interalveolar. Salah satu ciri dari penderita 
PPOK (penyakit paru obstruktif kronik) adalah akumulasi neutrofil pada paru.  
Perbedaan histopatologi yang terjadi antara kelompok sehat dan kelompok 
dengan paparan asap rokok disebabkan karena kandungan radikal bebas dalam 
asap rokok yang memicu stres oksidatif sehingga menyebabkan kerusakan pada 
struktur penyusun jaringan paru yang ditandai dengan aktivasi inflamasi oleh sel-
sel inflamatori. Menurut Sng dan Thomas (2015), PPOK (Penyakit Paru Obstruktif 
Kronik) terjadi akibat beberapa mekanisme yaitu inflamasi kronis pada saluran 
nafas, stres oksidatif, serta gangguan keseimbangan antara proteolitik dan anti 
proteolitik. Inflamasi kronis pada saluran nafas terjadi karena masuknya sel 
inflamasi ke paru-paru sebagai respon terhadap asap rokok. Stres oksidatif dapat 
menyebabkan gangguan fungsi sel bahkan kematian sel serta menginduksi 
kerusakan matriks ekstra seluler paru-paru 
Pada kelompok P4 (tikus terpapar dengan pemberian wedang uwuh 
rosella) dan P5 (tikus terpapar dengan pemberian wedang uwuh komersial) 
menunjukkan terdapat septum interalveolar normal dan beberapa yang mengalami 
penebalan. Penebalan septum interalveolar pada kelompok P4 dan P5 tampak 
berukuran lebih kecil dibandingkan pada kelompok P3. Hal tersebut disebabkan 
karena senyawa flavonoid yang dimiliki oleh wedang uwuh rosella mempunyai 
aktivitas antioksidan sehingga mencegah kerusakan lebih lanjut akibat radikal 
bebas dari paparan asap rokok. Menurut Lago et al. (2014), senyawa flavonoid 
memiliki efek antioksidan dan anti-inflamasi terhadap penyakit paru-paru. 
Flavonoid menghambat inflamasi dengan menghambat sitokin yang terkait 
regulasi beberapa faktor transkripsi inflamasi. Penghambatan inflamasi 
menyebabkan perbaikan fungsi paru-paru serta menghindari perubahan bentuk 
(remodelling) paru-paru. 
5.3.12 Histopatologi Hati Tikus 
Analisis histopatologi hati tikus dilakukan untuk melihat pengaruh 
perlakuan terhadap jaringan hati tikus. Pengamatan histopatologi hati tikus 





dibedah pada hari ke-38 dan diambil organ hatinya. Selanjutnya organ hati 
difiksasi dalam larutan formalin 10% untuk diproses proses pembuatan sediaan 
dan pewarnaan HE. Hasil pewarnaan HE organ hati tikus dapat dilihat pada 
Gambar 5.23. 
 Berdasarkan hasil pengamatan histopatologi hati tikus dengan pewarnaan 
HE dengan pembesaran 200x (Gambar 5.23) pada 5 lapang pandang yang 
berbeda, diketahui bahwa terdapat perbedaan histopatologi antara kelompok 
sehat dan kelompok yang diberi paparan asap rokok. Pada kelompok kontrol 
negatif (P0), tikus sehat dengan pemberian wedang uwuh rosella (P1) dan tikus 
sehat dengan pemberian wedang uwuh komersial (P2) menunjukkan jaringan hati 
normal dengan sel hepatosit yang terlihat jelas dan mempunyai inti sel yang terlihat 
jelas. Sedangkan pada kelompok yang diberi paparan asap rokok selama 30 hari, 
ditemukan terdapat beberapa kerusakan jaringan hati pada sel hepatosit. Pada 
kelompok kontrol negatif (P3), tikus terpapar dengan pemberian wedang uwuh 
rosella (P4) dan tikus terpapar dengan pemberian wedang uwuh komersial (P5), 
ditemukan terdapat sel hepatosit yang mengalami degenerasi sel.  
   
   
Gambar 5.23 Histopatologi hati tikus pada pembesaran 200x 
(Keterangan: P0 (kontrol negatif), P1 (tikus sehat + WUR), P2 (tikus sehat + 
WUK), P3 (kontrol positif), P4 (tikus terpapar + WUR), P5 (tikus terpapar + 
WUK), A (sel hepatosit normal), B (sinusoid), C (degenerasi sel hepatosit), D 
(nekrosis), E (regenerasi sel) 
 
Degenerasi merupakan kerusakan yang dapat bersifat reversible. 


























asap rokok dapat berupa degenerasi parenkim dan degenerasi hidropik. Sel 
hepatosit yang mengalami degenerasi parenkim menunjukkan terdapat granular 
pada sitoplasma sel dan tampak ukuran sel menjadi lebih besar dibandingkan sel 
normal. Menurut Mitchell et al. (2008), pembesaran ukuran sel pada degenerasi 
parenkim terjadi karena adanya kegagalan oksidasi yang menyebabkan 
transportasi protein yang telah diproduksi oleh ribosom terganggu sehingga 
mengakibatkan penimbunan air di dalam sel. Hal tersebut menyebabkan 
munculnya granular-granular di dalam sitoplasma akibat adanya protein yang 
mengendap.  
Sedangkan sel hepatosit yang mengalami degenerasi hidropik 
menunjukkan sel hepatosit yang lebih terang dibandingkan degenerasi parenkim 
karena vakuola yang berisi air dalam sitoplasnya dan tidak mengandung lemak 
ataupun glikogen, serta granular-granular pada nukleus yang terlihat jelas. 
Degenerasi hidropik terjadi akibat adanya gangguan transportasi aktif yang 
mempengaruhi proses osmosis sehingga menyebabkan masuknya air kedalam sel 
dan membuat sel membesar akibat vakuola dan nukleus mengalami pembesaran 
(Kumar et al., 2007, Mitchell et al, 2008). Degenerasi hidropik terjadi setelah sel 
mengalami degenerasi parenkim. Jika sel hepatosit tersebut terus terkena 
rangsangan zat toksik maka sel hepatosit akan mengalami nekrosis. 
 Selain mengalami degenerasi sel hepatosit, pemberian paparan asap 
rokok juga menyebabkan terjadinya kematian (nekrosis) pada sel hepatosit  
(Gambar 5.23). Nekrosis ditandai dengan terjadinya perubahan pada inti sel yaitu 
piknosis (inti sel tampak mengalami penyusutan, tampak lebih padat, batasnya 
tampak tidak teratur dan berwarna gelap/hiperkromatik), karioreksis (inti sel 
tampak hancur, robek dan meninggalkan pecahan-pecahan kromatin yang 
tersebar di dalam sel), dan kariolisis (inti sel yang mengalami kematian akan 
kehilangan kemampuan untuk diwarnai sehingga tampak pucat dan menghilang 
atau tidak nyata) (Robbins dan Kumar, 1995; Abdelhalim dan Jarrar, 2011).  
Kandungan antioksidan pada wedang uwuh rosella (P4) dan wedang uwuh 
komersial (P5) mampu menekan terjadinya degenerasi sel dan nekrosis 
dibandingkan dengan kontrol positif (P3). Menurut Rosidi et al. (2013), nekrosis 
pada sel hepar disebabkan karena adanya radikal bebas yang menyebabkan 
peroksidasi lipid yang ditandai dengan meningkatnya kadar MDA dan menurunnya 
kadar SOD hepar. Gambar 5.23 juga menunjukkan bahwa pemberian wedang 





yang ditandai dengan sel berinti ganda. Menurut Tappi et al. (2013), regenerasi 
sel ditandai dengan inti sel mengalami pembesaran, sel berinti ganda dan menjadi 
matur. Hal tersebut menunjukkan bahwa wedang uwuh rosella merah mampu 
mencegah kerusakan lebih lanjut pada sel hepatosit pada tikus yang diberi 








6.1 Kesimpulan  
Berdasarkan dari hasil penelitian dan analisis data di atas, dapat diambil 
kesimpulan bahwa: 
1. Kondisi optimum wedang uwuh rosella merah adalah kayu secang 1,340 
g, kayu manis 0,206 g, bunga cengkeh 0,063 g dan rosella merah 1,891 g 
dengan aktivitas antioksidan 37,007 mg TE/g, total fenol 40,954 mg GAE/g, 
dan total flavonoid 19,842 mg QE/g, 
2. Pemberian wedang uwuh rosella merah menunjukkan efektivitas sebagai 
imunomodulator dengan meningkatkan sel CD4+ dan CD8+, menurunkan 
sel CD4+ dan CD8+ yang mengekspresikan NF-kB, menekan ekspresi 
sitokin proinflamasi (TNF-α, IFN-γ dan IL-6), serta meningkatkan ekspresi 
sitokin antiinflamasi (IL-10) pada limpa tikus yang diberi paparan asap 
rokok, 
3. Pemberian wedang uwuh rosella merah dapat menurunkan kadar MDA 
serum dan meningkatkan kadar SOD serum pada tikus yang diberi paparan 
asap rokok, 
4. Pemberian wedang uwuh rosella merah dapat melindungi dan 
memperbaiki kerusakan sel paru-paru dan hati akibat paparan asap rokok. 
6.2 Saran 
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk identifikasi senyawa bioaktif 
pada wedang uwuh rosella merah. 
2. Perlu dilakukan pengujian flowcytometri pada makrofag dan sel B untuk 
mengetahui lebih lanjut mekanisme imunomodulator pada sistem imun. 
3. Perlu dilakukan pengujian dengan beberapa variasi dosis wedang uwuh 
dan asap rokok yang digunakan untuk mengetahui peranan dosis terhadap 
respon imun. 
4. Perlu dilakukan uji klinis wedang uwuh berbasis rosella merah dengan 
dosis 150 mL/kg BB/hari untuk mengetahui efek imunomodulator terhadap 
manusia. 
5. Perlu dilakukan ekstraksi wedang uwuh rosella merah dengan metode soft 
infusion menggunakan teko leher angsa untuk memperoleh keadaan 
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Lampiran 1. Kandungan Biokimia Wedang Uwuh Komersial 
Wedang Uwuh Komersial 
(Wedang uwuh weeka) 
Ulangan 
Mean 
I II III 
Aktivitas antioksidan (mg TE/g) 5,47 5,45 5,50 5,47±0,03 
Total fenol (mg GAE/g) 5,20 5,21 5,23 5,21±0,02 
Total flavonoid (mg QE/g) 5,94 5,97 5,89 5,93±0,04 
Lampiran 2. Prosedur Analisis Aktivitas Antioksidan Metode DPPH 
(modifikasi Thaipong et al., (2006) 
 Pembuatan kurva standar trolox dimulai dengan membuat larutan trolox 
pada berbagai pengenceran yaitu 0, 20, 40, 60, 80 dan 100 ppm. Sebanyak 0,5 
mL larutan trolox dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dicampur dengan 2,5 
mL DPPH 40 μg/mL (dilarutkan dalam metanol). Setelah itu, tabung reaksi 
kemudian divortex dan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit dalam ruang 
yang gelap. Setelah diinkubasi kemudian diukur serapannya dengan 
menggunakan spektrofotometer pada λ 517 nm. Hasil absorbansi masing-masing 
konsentrasi trolox diplotkan ke dalam grafik dan menghitung persamaan linear y = 
ax + b. 
 Sebanyak 0,5 mL larutan sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan 
dicampur dengan 2,5 mL DPPH 40 μg/mL (dilarutkan dalam metanol). Setelah itu, 
tabung reaksi kemudian divortex dan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit 
dalam ruang yang gelap. Setelah diinkubasi kemudian diukur serapannya dengan 
menggunakan spektrofotometer pada λ 517 nm dengan setiap sampel diukur 
secara duplo.  
AA =  




AA : Aktivitas antioksidan (mg TE/g) 
KTE : Kadar aktivitas antioksidan dalam bentuk ekuivalen trolox (ppm TE) 
V : Volume ekstrak yang digunakan (mL) 
G : Berat sampel (g) 
Lampiran 3. Prosedur Analisis Total Fenol (modifikasi Sharma et al., 2011) 
 Pembuatan kurva standar asam galat dimulai dengan membuat larutan 
asam galat pada berbagai pengenceran yaitu 0, 40, 80, 120, 160 dan 200 ppm. 
Sebanyak 0,5 mL larutan asam galat diambil dan dimasukkan ke dalam tabung 





tabung reaksi kemudian diinkubasi selama 5 menit dalam suhu ruang. Setelah itu, 
sebanyak 2 mL Na2CO3 7,5% dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian 
divortex agar homogen lalu campuran diinkubasi selama 30 menit. Setelah 
diinkubasi kemudian diukur serapannya dengan menggunakan spektrofotometer 
pada λ 756 nm. Hasil absorbansi masing-masing konsentrasi asam galat diplotkan 
ke dalam grafik dan menghitung persamaan linear y = ax + b. 
Sebanyak 0,5 mL larutan sampel diambil dan dimasukkan ke dalam tabung 
reaksi lalu sebanyak 2,5 mL reagen Folin Ciocalteau 10% dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi kemudian diinkubasi selama 5 menit dalam suhu ruang. Setelah itu, 
sebanyak 2 mL Na2CO3 7,5% dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian 
divortex agar homogen lalu campuran diinkubasi selama 30 menit. Setelah 
diinkubasi kemudian diukur serapannya dengan menggunakan spektrofotometer 
pada λ 756 nm dengan setiap sampel diukur secara duplo. 
TP =  




TP : Total fenol (mg GAE/g) 
KGAE : Kadar total fenol dalam bentuk ekuivalen asam galat (ppm GAE) 
V : Volume ekstrak yang digunakan (mL) 
G : Berat sampel (g) 
Lampiran 4. Prosedur Analisis Flavonoid (modifikasi Li et al., 2007) 
 Pembuatan kurva standar quercetin dimulai dengan membuat larutan 
quercetin pada berbagai pengenceran yaitu 0, 20, 40, 60, 80 dan 100 ppm.  
Sebanyak 1 mL larutan quercetin diambil dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 
kemudian ditambahkan 2 mL aquades dan reagen 0,3 mL NaNO2 5%. Tabung 
reaksi divortex kemudian diinkubasi selama 6 menit. Setelah itu ditambahkan 0,3 
mL AlCl3 10% kemudian divortex dan diinkubasi selama 6 menit. Setelah itu 
ditambahkan 4 mL NaOH 1 M dan 2,4 mL aquades lalu divortex dan diinkubasi 
pada suhu ruang selama 15 menit. Setelah diinkubasi kemudian diukur 
serapannya dengan menggunakan spektrofotometer pada λ 325 nm. Hasil 
absorbansi masing-masing konsentrasi quercetin diplotkan ke dalam grafik dan 
menghitung persamaan linear y = ax + b. 
 Sebanyak 1 mL larutan sampel diambil dan dimasukkan ke dalam tabung 
reaksi kemudian ditambahkan 2 mL aquades dan reagen 0,3 mL NaNO2 5%. 





ditambahkan 0,3 mL AlCl3 10% kemudian divortex dan diinkubasi selama 6 menit. 
Setelah itu ditambahkan 4 mL NaOH 1 M dan 2,4 mL aquades lalu divortex dan 
diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit. Setelah diinkubasi kemudian diukur 
serapannya dengan menggunakan spektrofotometer pada λ 325 nm dengan setiap 
sampel diukur secara duplo. 
TF =  




TF : Total flavonoid (mg QE/g) 
KQE : Kadar total flavonoid dalam bentuk ekuivalen kuersetin (ppm QE) 
V : Volume ekstrak yang digunakan (mL) 
G : Berat sampel (g) 
Lampiran 5. Prosedur Isolasi Sel dan Analisis Flowcytometri (Laboratorium 
Fisiologi, Struktur dan Perkembangan Hewan MIPA UB, 2018) 
1. Mencit dilakukan dislokasi, dibedah dan diambil spleen-nya.  
2. Spleen dicuci dan direndam dalam PBS.  
3. Spleen digerus dengan pangkal spuit baru pada ±5 mL PBS  
4. Disaring dengan wire dan dimasukkan ke propilen 15 mL hingga volume 
tertentu  
5. Dihasilkan homogenat  
6. Homogenat disentrifugasi pada 2500 rpm pada suhu 10°C selama 5 menit  
7. Supernatan hasil sentrifugasi dibuang  
8. Dihasilkan pelet  
9. Pelet diresuspensi dengan 1 mL PBS dan dipipeting  
10. Dihasilkan suspensi  
11. Suspensi dibagi ke beberapa micro tube 1,5 mL (sesuai jumlah kebutuhan 
jenis kombinasi pewarnaan) yang telah berisi ± 0,5 mL PBS, @ 50 µl 
12. Dihitung sel hasil isolasi (∑ sel total [sel/mL]= ∑sel hitung x 5 x fp x 104) 
13. Suspensi disentrifugasi pada 2500 rpm pada suhu 10°C selama 5 menit  
14. Supernatan hasil sentrifugasi dibuang  
15. Dihasilkan pelet  
a. Pewarnaan ekstraseluler  






- diinkubasi dengan selama 20 menit pada 4°C, ruang gelap kemudian 
ditambahkan PBS 400 µl dan dipindahkan ke kuvet FCM untuk analisis 
flow cytometry  
b. Pewarnaan intraseluler  
- ditambahkan larutan fiksatif (fixation buffer, cat.#420801 [Biolegend]) 
sebanyak 50 µl  
- diinkubasi dengan selama 20 menit pada 4°C, ruang gelap  
- ditambahkan larutan permeabilitas (1X) (Intracellular Staining 
Permeabilization Wash Buffer (10X), cat.#421002 [Biolegend]) 
sebanyak 500 µl, homogenisasi 
- disentrifugasi 2500 rpm, 5 menit, 10°C. Supernatan dibuang 
- dilakukan penambahan 50 µl larutan antibodi spesifik pada sel (pelet)  
- diinkubasi dengan selama 20 menit pada 4°C, ruang gelap  
- ditambahkan ± 400 µl PBS - dipindahkan ke kuvet FCM 
16. dilakukan analisis flow cytometriy 
Lampiran 6. Prosedur Pengukuran MDA metode Thiobarbituric Acid Reactive 
Substance (TBARS) (Modifikasi Rael et al., 2004) 
MDA dapat membentuk senyawa MDA-TBA berwarna merah jambu yang 
dapat diukur intensitas warnanya dengan menggunakan spektrofotometer. 
1. Serum diperoleh dengan mensentrifuse darah tikus dengan kecepatan 
3.500 rpm selama 10 menit. 
2. Serum 200 µl dimasukkan dalam tabung reaksi. 
3. Ditambah dengan TBA 40% sebanyak 2,5 kali volume (500 µl) lalu divortex. 
TBA digunakan untuk denaturasi protein. 
4. Ditambah HCl 1 N 200 µl untuk menstabilkan pH. 
5. Ditambah aquades 500 µl agar ketika dipanaskan tidak terlalu kering. 
6. Ditambah TBA 1% sebanyak 100 µl sebagai katalisator dan penunjuk 
warna merah muda. 
7. Dimasukkan ke dalam heater 100°C dalam kondisi air sudah mendidih 
selama 25 menit, lalu didinginkan 15 menit. 
8. Sentrifuse 10 menit 3000 rpm. 
9. Pelet dibuang sedangkan supernatan diambil untuk dipindahkan ke dalam 
tabung lain. 
10. Ditambah aquades sampai 3 mL lalu dibaca absorbansinya melalui 





Lampiran 7. Prosedur Pengukuran SOD (Modifikasi Bannisterb dan 
Calabrese, 1987) 
SOD dapat membentuk senyawa berwarna ungu yang dapat diukur 
intensitas warnanya dengan menggunakan spektrofotometer. 
1. Serum diperoleh dengan mensentrifuse darah tikus dengan kecepatan 
3.500 rpm selama 10 menit. 
2. Serum 200 µl dimasukkan dalam tabung reaski. 
3. Ditambah dengan EDTA 100 mM 200 µl, NBT 100 µl, Xantine 100 µl, 
Xantine Oxidase 100 µl, lalu di vortex. 
4. Sentrifuse dengan kecepatan 3.000 rpm selama 5 menit, disaring bila 
terdapat koloid. 
5. Ambil supernatan dan tepatkan dengan aquades hingga volume 3 ml, lalu 
dibaca absorbansinya melalui spektrofotometer dengan panjang 
gelombang 580 nm. 

















Mencit 20 g 1,00 7,00 12,23 27,80 29,70 64,10 124,20 387,90 
Tikus 200 g 0,14 1,00 1,74 3,90 4,20 9,20 17,80 56,00 
Marmut 400 g 0,08 0,57 1,00 2,250 2,40 5,20 10,20 31,50 
Kelinci 1,5 kg 0,04 0,25 0,44 1,00 1,08 2,40 4,50 14,20 
Kucing 2 kg 0,03 0,23 0,41 0,92 1,00 2,20 4,10 13,00 
Kera 4 kg 0,016 0,11 0,19 0,42 0,43 0,10 1,90 6,10 
Anjing 12 kg 0,008 0,06 0,10 0,22 1,24 0,52 1,00 3,10 
Manusia 70 
kg 







Lampiran 9. Kurva Standar Aktivitas Antioksidan  
 








Lampiran 10. Kurva Standar Total Fenol  
 















































Lampiran 11. Kurva Standar Total Flavonoid  
 







Lampiran 12. Mixture Design Optimasi Wedang Uwuh 
12.1 Aktivitas Antioksidan 












Mean vs Total 18240.52 1 18240.52    
Linear vs 
Mean 






61.85 6 10.31 8.31 0.0020 Suggested 
Sp Cubic vs 
Quadratic 
5.21 4 1.30 1.08 0.4418  
Cubic vs Sp 
Cubic 
2.23 1 2.23 2.24 0.1945 Aliased 
Residual 4.97 5 0.9945    
Total 18570.74 20 928.54    
 
  































Linear 69.28 11 6.30 6.33 0.0270  
Quadratic 7.44 5 1.49 1.50 0.3347 Suggested 
Special 
Cubic 
2.23 1 2.23 2.24 0.1945  
Cubic 0.0000 0    Aliased 
Pure Error 4.97 5 0.9945    
 










Linear 2.15 0.7751 0.7330 0.6562 113.53  
Quadratic 1.11 0.9624 0.9286 0.8275 56.97 Suggested 
Special 
Cubic 
1.10 0.9782 0.9309 -6.2646 2398.89  
Cubic 0.9972 0.9849 0.9428  * Aliased 
 
12.2 Total Fenol  












Mean vs Total 25420.02 1 25420.02    
Linear vs 
Mean 






33.04 6 5.51 6.92 0.0041 Suggested 
Sp Cubic vs 
Quadratic 
3.86 4 0.9653 1.41 0.3356  
Cubic vs Sp 
Cubic 
0.6632 1 0.6632 0.9640 0.3713 Aliased 
Residual 3.44 5 0.6880    



















Linear 37.57 11 3.42 4.96 0.0448  
Quadratic 4.52 5 0.9048 1.32 0.3855 Suggested 
Special 
Cubic 
0.6632 1 0.6632 0.9640 0.3713  
Cubic 0.0000 0    Aliased 
Pure Error 3.44 5 0.6880    
 










Linear 1.60 0.8328 0.8015 0.7362 64.72  
Quadratic 0.8924 0.9675 0.9383 0.8562 35.28 Suggested 
Special 
Cubic 
0.8269 0.9833 0.9470 -1.9393 721.01  
Cubic 0.8294 0.9860 0.9467  * Aliased 
12.3 Total Flavonoid 












Mean vs Total 6349.27 1 6349.27    
Linear vs 
Mean 










Sp Cubic vs 
Quadratic 
0.3233 4 0.0808 4.97 0.0412 Suggested 
Cubic vs Sp 
Cubic 
0.0041 1 0.0041 0.2207 0.6583 Aliased 
Residual 0.0935 5 0.0187    
Total 6389.93 20 319.50    
 












Linear 6.12 11 0.5562 29.76 0.0008  
Quadratic 0.3275 5 0.0655 3.50 0.0975 Suggested 
Special 
Cubic 
0.0041 1 0.0041 0.2207 0.6583 Suggested 
Cubic 0.0000 0    Aliased 
















Linear 0.6231 0.8473 0.8186 0.7761 9.11  
Quadratic 0.2052 0.9896 0.9803 0.9484 2.10 Suggested 
Special 
Cubic 
0.1275 0.9976 0.9924 0.8830 4.76 Suggested 
Cubic 0.1367 0.9977 0.9913  * Aliased 
 
Lampiran 13. Analisis Flowcytometri CD4+ 
Kelompok Perlakuan Quad 
%Gated 
Mean CD4+ 
I II III 
P0 
(Kontrol negatif) 
UL 0,40 0,35 0,55 0,45 
0,43 
UR 0,15 0,17 0,23 0,18 
LL 74,89 70,58 69,74 71,74 
LR 24,56 28,90 29,48 27,63 
P1 
(Sehat + Wedang Uwuh 
Rosella) 
UL 0,61 0,51 0,44 0,52 
0,52 
UR 0,38 0,28 0,24 0,30 
LL 72,92 73,89 72,41 73,07 
LR 26,09 25,32 26,91 26,11 
P2 
(Sehat + Wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,47 0,44 0,59 0,50 
0,50 
UR 0,26 0,19 0,36 0,27 
LL 72,16 72,12 72,23 72,17 
LR 27,11 27,25 26,82 27,06 
P3 
(Kontrol positif) 
UL 0,40 0,42 0,54 0,45 
0,45 
UR 0,19 0,29 0,24 0,24 
LL 79,51 71,42 74,23 75,05 
LR 19,90 27,87 24,99 24,25 
P4 
(Tikus terpapar + wedang uwuh 
rosella) 
UL 0,96 0,66 1,22 0,95 
0,95 
UR 0,79 0,55 0,94 0,76 
LL 69,94 77,90 74,31 74,05 
LR 28,31 20,89 23,53 24,24 
P5 
(Tikus terpapar + wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,81 0,61 0,76 0,73 
0,73 
UR 0,68 0,49 0,57 0,58 
LL 76,09 79,21 73,19 76,16 
LR 22,42 19,69 25,48 22,53 
 
Lampiran 14. Analisis Flowcytometri CD8+ 
Kelompok Perlakuan Quad 
%Gated 
Mean CD8+ 
I II III 
P0 
(Kontrol negatif) 
UL 0,14 0,21 0,27 0,21 
0,21 
UR 0,31 0,26 0,16 0,24 
LL 70,14 76,51 69,41 72,02 






(Sehat + Wedang Uwuh 
Rosella) 
UL 0,32 0,49 0,22 0,34 
0,34 
UR 0,50 0,45 0,23 0,39 
LL 59,96 72,70 63,62 65,43 
LR 39,22 26,36 35,93 33,84 
P2 
(Sehat + Wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,29 0,30 0,22 0,27 
0,27 
UR 0,46 0,23 0,36 0,35 
LL 81,76 80,17 75,79 79,24 
LR 17,49 19,30 23,63 20,14 
P3 
(Kontrol positif) 
UL 0,43 0,27 0,45 0,38 
0,38 
UR 0,24 0,18 0,38 0,27 
LL 70,42 71,45 70,15 70,67 
LR 28,91 28,10 29,02 28,68 
P4 
(Tikus terpapar + wedang uwuh 
rosella) 
UL 0,33 0,55 0,64 0,51 
0,51 
UR 0,36 0,40 0,78 0,51 
LL 61,67 68,55 63,40 64,54 
LR 37,64 30,50 35,18 34,44 
P5 
(Tikus terpapar + wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,49 0,64 0,30 0,48 
0,48 
UR 0,45 0,63 0,38 0,49 
LL 65,44 69,75 65,90 67,03 
LR 33,62 28,98 33,42 32,01 
 
Lampiran 15. Analisis Flowcytometri CD4+NF-kB 




kB I II III 
P0 
(Kontrol negatif) 
UL 0,78  0,98 1,38 1,05 
1,05 0,26 
UR 0,13 0,22 0,44 0,26 
LL 76,16 72,50 71,18 73,28 
LR 22,93 26,30 27,00 25,41 
P1 
(Sehat + Wedang Uwuh 
Rosella) 
UL 1,03 1,26 1,19 1,16 
1,16 0,31 
UR 0,26 0,35 0,31 0,31 
LL 73,49 74,51 73,61 73,87 
LR 25,22 23,88 24,89 24,66 
P2 
(Sehat + Wedang uwuh 
komersial) 
UL 1,09 1,17 1,06 1,11 
1,11 0,29 
UR 0,29 0,33 0,26 0,29 
LL 69,71 69,53 70,24 69,83 
LR 28,91 28,97 28,44 28,77 
P3 
(Kontrol positif) 
UL 1,66 1,75 2,03 1,81 
1,81 0,83 
UR 0,69 0,87 0,92 0,83 
LL 78,45 77,49 78,97 78,30 
LR 19,20 19,89 18,08 19,06 
P4 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh rosella) 
UL 1,57 1,41 1,46 1,48 
1,48 0,54 
UR 0,58 0,49 0,56 0,54 
LL 71,06 77,88 77,64 75,53 






(Tikus terpapar + 
wedang uwuh 
komersial) 
UL 1,42 1,61 1,59 1,54 
1,54 0,55 
UR 0,44 0,62 0,58 0,55 
LL 75,90 73,95 72,89 74,25 
LR 22,24 23,82 24,94 23,67 
 
Lampiran 16. Analisis Flowcytometri CD8+NF-kB 




kB I II III 
P0 
(Kontrol negatif) 
UL 0,23 0,35 0,50 0,36 
0,36 0,28 
UR 0,22 0,27 0,36 0,28 
LL 66,21 80,54 70,73 72,49 
LR 33,34 18,84 28,41 26,86 
P1 
(Sehat + Wedang Uwuh 
Rosella) 
UL 0,36 0,57 0,45 0,46 
0,46 0,30 
UR 0,25 0,39 0,27 0,30 
LL 60,51 74,91 67,75 67,72 
LR 38,88 24,13 31,53 31,51 
P2 
(Sehat + Wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,44 0,55 0,37 0,45 
0,45 0,29 
UR 0,27 0,37 0,23 0,29 
LL 79,82 75,33 73,46 76,20 
LR 19,47 23,75 25,94 23,05 
P3 
(Kontrol positif) 
UL 1,30 1,53 2,34 1,72 
1,72 0,78 
UR 0,66 0,79 0,89 0,78 
LL 82,15 70,95 83,35 78,82 
LR 15,89 26,73 13,42 18,68 
P4 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh rosella) 
UL 1,14 0,84 0,86 0,95 
0,95 0,54 
UR 0,71 0,44 0,46 0,54 
LL 66,78 70,46 66,84 68,03 
LR 31,37 28,26 31,84 30,49 
P5 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,83 1,34 0,85 1,01 
1,01 0,57 
UR 0,43 0,81 0,47 0,57 
LL 70,56 71,85 71,61 71,34 
LR 28,18 26,00 27,07 27,08 
 
Lampiran 17. Analisis Flowcytometri CD4+TNF-α 




α I II III 
P0 
(Kontrol negatif) 
UL 0,62 0,55 0,40 0,52 
0,52 0,46 
UR 0,56 0,43 0,40 0,46 
LL 72,54 70,11 69,93 70,86 
LR 26,28 28,91 29,27 28,15 
P1 
(Sehat + Wedang Uwuh 
Rosella) 
UL 0,64 0,57 0,60 0,60 
0,60 0,51 
UR 0,62 0,40 0,51 0,51 
LL 72,23 72,34 72,24 72,27 






(Sehat + Wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,66 0,51 0,50 0,56 
0,56 0,50 
UR 0,61 0,46 0,42 0,50 
LL 67,87 72,26 71,36 70,50 
LR 30,86 26,77 27,72 28,45 
P3 
(Kontrol positif) 
UL 1,21 0,97 2,19 1,46 
1,46 1,15 
UR 1,14 0,91 1,41 1,15 
LL 68,99 77,12 73,27 73,13 
LR 28,66 21,00 23,13 24,26 
P4 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh rosella) 
UL 0,91 0,73 0,86 0,83 
0,83 0,79 
UR 0,90 0,62 0,85 0,79 
LL 68,59 71,46 70,23 70,09 
LR 29,60 27,19 28,06 28,28 
P5 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,90 0,80 0,85 0,85 
0,85 0,82 
UR 0,68 0,97 0,82 0,82 
LL 76,94 71,62 70,46 73,01 
LR 21,48 26,61 27,87 25,32 
 
Lampiran 18. Analisis Flowcytometri CD4+IFN-γ 




γ I II III 
P0 
(Kontrol negatif) 
UL 0,03 0,05 0,02 0,03 
0,03 0,50 
UR 0,57 0,42 0,52 0,50 
LL 70,85 69,77 68,96 69,86 
LR 28,55 29,76 30,50 29,60 
P1 
(Sehat + Wedang Uwuh 
Rosella) 
UL 0,05 0,10 0,15 0,10 
0,10 0,53 
UR 0,47 0,53 0,60 0,53 
LL 73,17 73,63 73,53 73,44 
LR 26,31 25,74 25,72 25,92 
P2 
(Sehat + Wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,02 0,07 0,15 0,08 
0,08 0,52 
UR 0,63 0,51 0,41 0,52 
LL 65,14 64,79 64,80 64,91 
LR 34,21 34,63 34,64 34,49 
P3 
(Kontrol positif) 
UL 0,35 0,16 0,37 0,29 
0,29 0,87 
UR 0,76 0,95 0,89 0,87 
LL 70,31 77,79 74,34 74,15 
LR 28,58 21,10 24,40 24,69 
P4 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh rosella) 
UL 0,17 0,13 0,25 0,18 
0,18 0,65 
UR 0,67 0,57 0,70 0,65 
LL 68,73 78,85 73,78 73,79 
LR 30,43 20,45 25,27 25,38 
P5 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,12 0,32 0,15 0,20 
0,20 0,70 
UR 0,59 0,79 0,71 0,70 
LL 77,81 70,53 72,22 73,52 





Lampiran 19. Analisis Flowcytometri CD4+IL-6 
Kelompok Perlakuan Quad 
%Gated 
Mean CD4+ IL-6 
I II III 
P0 
(Kontrol negatif) 
UL 0,36 0,43 0,51 0,43 
0,43 0,31 
UR 0,23 0,33 0,36 0,31 
LL 74,19 73,72 71,50 73,14 
LR 25,22 25,52 27,63 26,12 
P1 
(Sehat + Wedang Uwuh 
Rosella) 
UL 0,43 0,66 0,56 0,55 
0,55 0,35 
UR 0,22 0,47 0,35 0,35 
LL 73,94 73,93 72,30 73,39 
LR 25,41 24,94 26,79 25,71 
P2 
(Sehat + Wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,44 0,61 0,30 0,45 
0,45 0,33 
UR 0,28 0,39 0,33 0,33 
LL 71,30 72,38 72,43 72,04 
LR 27,98 26,62 26,94 27,18 
P3 
(Kontrol positif) 
UL 0,88 1,09 1,46 1,14 
1,14 0,70 
UR 0,57 0,86 0,67 0,70 
LL 73,62 78,92 76,03 76,19 
LR 24,93 19,13 21,84 21,97 
P4 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh rosella) 
UL 0,73 0,62 0,68 0,68 
0,68 0,40 
UR 0,44 0,33 0,44 0,40 
LL 70,43 79,46 74,12 74,67 
LR 28,40 19,59 24,76 24,25 
P5 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh komersial) 
UL 0,65 1,00 0,53 0,73 
0,73 0,42 
UR 0,35 0,53 0,39 0,42 
LL 77,77 81,22 73,07 77,35 
LR 21,23 17,25 26,01 21,50 
 
 
Lampiran 20. Analisis Flowcytometri CD4+IL-10 




10 I II III 
P0 
(Kontrol negatif) 
UL 0,40 0,35 0,55 0,45 
0,43 0,18 
UR 0,15 0,17 0,23 0,18 
LL 74,89 70,58 69,74 71,74 
LR 24,56 28,90 29,48 27,63 
P1 
(Sehat + Wedang Uwuh 
Rosella) 
UL 0,61 0,51 0,44 0,52 
0,52 0,30 
UR 0,38 0,28 0,24 0,30 
LL 72,92 73,89 72,41 73,07 
LR 26,09 25,32 26,91 26,11 
P2 
(Sehat + Wedang uwuh 
komersial) 
UL 0,47 0,44 0,59 0,50 
0,50 0,27 
UR 0,26 0,19 0,36 0,27 
LL 72,16 72,12 72,23 72,17 







UL 0,40 0,42 0,54 0,45 
0,45 0,24 
UR 0,19 0,29 0,24 0,24 
LL 79,51 71,42 74,23 75,05 
LR 19,90 27,87 24,99 24,25 
P4 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh rosella) 
UL 0,96 0,66 1,22 0,95 
0,95 0,76 
UR 0,79 0,55 0,94 0,76 
LL 69,94 77,90 74,31 74,05 
LR 28,31 20,89 23,53 24,24 
P5 
(Tikus terpapar + 
wedang uwuh komersial) 
UL 0,81 0,61 0,76 0,73 
0,73 0,58 
UR 0,68 0,49 0,57 0,58 
LL 76,09 79,21 73,19 76,16 
LR 22,42 19,69 25,48 22,53 
 
Lampiran 21. Anova sel T CD4+ 
Analysis of Variance 
 
Source     DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  0.6055  0.12111     6.08    0.005 
Error      12  0.2391  0.01992 





       S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Perlakuan  N    Mean   StDev       95% CI 
P0         3  0.4333  0.1041  (0.2558, 0.6109) 
P1         3  0.5200  0.0854  (0.3424, 0.6976) 
P2         3  0.5000  0.0794  (0.3224, 0.6776) 
P3         3  0.4533  0.0757  (0.2758, 0.6309) 
P4         3   0.947   0.280  ( 0.769,  1.124) 
P5         3  0.7267  0.1041  (0.5491, 0.9042) 
 
Pooled StDev = 0.141146 
 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P4         3   0.947  A 
P5         3  0.7267  A B 
P1         3  0.5200    B C 
P2         3  0.5000    B C 
P3         3  0.4533      C 
P0         3  0.4333      C 
 







Fisher Individual 95% CIs 
 
Lampiran 22. Anova sel T CD8+ 
Analysis of Variance 
 
Source     DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  0.2023  0.04046     2.73    0.072 
Error      12  0.1779  0.01483 





       S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Perlakuan  N    Mean   StDev       95% CI 
P0         3  0.2067  0.0651  (0.0535, 0.3598) 
P1         3  0.3433  0.1365  (0.1902, 0.4965) 
P2         3  0.2700  0.0436  (0.1168, 0.4232) 
P3         3  0.3833  0.0987  (0.2302, 0.5365) 
P4         3  0.5067  0.1595  (0.3535, 0.6598) 
P5         3  0.4767  0.1704  (0.3235, 0.6298) 
 
Pooled StDev = 0.121769 
 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P4         3  0.5067  A 
P5         3  0.4767  A B 
P3         3  0.3833  A B C 
P1         3  0.3433  A B C 
P2         3  0.2700    B C 
P0         3  0.2067      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  
Fisher Individual 95% CIs 
 
Lampiran 23. Anova Sel CD4+NF-kB 
Analysis of Variance 
 
Source     DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  1.3639  0.27278     9.90    0.001 
Error      12  0.3306  0.02755 





       S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 









Perlakuan  N    Mean   StDev       95% CI 
P0         3   1.047   0.306  ( 0.838,  1.255) 
P1         3  1.1600  0.1179  (0.9512, 1.3688) 
P2         3  1.1067  0.0569  (0.8979, 1.3155) 
P3         3   1.813   0.193  ( 1.605,  2.022) 
P4         3  1.4800  0.0819  (1.2712, 1.6888) 
P5         3  1.5400  0.1044  (1.3312, 1.7488) 
 
Pooled StDev = 0.165982 
 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P3         3   1.813  A 
P5         3  1.5400  A B 
P4         3  1.4800    B 
P1         3  1.1600      C 
P2         3  1.1067      C 
P0         3   1.047      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  
Fisher Individual 95% CIs  
 
Lampiran 24. Anova Sel CD8+NF-kB 
Analysis of Variance 
 
Source     DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  4.0272  0.80544    10.80    0.000 
Error      12  0.8953  0.07461 





       S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Perlakuan  N    Mean   StDev       95% CI 
P0         3  0.3600  0.1353  (0.0164, 0.7036) 
P1         3  0.4600  0.1054  (0.1164, 0.8036) 
P2         3  0.4533  0.0907  (0.1097, 0.7969) 
P3         3   1.723   0.546  ( 1.380,  2.067) 
P4         3  0.9467  0.1677  (0.6031, 1.2903) 
P5         3   1.007   0.289  ( 0.663,  1.350) 
 
Pooled StDev = 0.273140 
 
  







Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P3         3   1.723  A 
P5         3   1.007    B 
P4         3  0.9467    B 
P1         3  0.4600      C 
P2         3  0.4533      C 
P0         3  0.3600      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  
Fisher Individual 95% CIs  
 
Lampiran 25. Anova TNF-α Pada CD4+ 
Analysis of Variance 
 
Source     DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  1.0862  0.21723     9.63    0.001 
Error      12  0.2707  0.02256 





       S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Perlakuan  N    Mean   StDev       95% CI 
P0         3  0.4633  0.0850  (0.2744, 0.6523) 
P1         3  0.5100  0.1100  (0.3211, 0.6989) 
P2         3  0.4967  0.1002  (0.3077, 0.6856) 
P3         3   1.153   0.250  ( 0.964,  1.342) 
P4         3  0.7900  0.1493  (0.6011, 0.9789) 
P5         3  0.8233  0.1450  (0.6344, 1.0123) 
 
Pooled StDev = 0.150185 
 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P3         3   1.153  A 
P5         3  0.8233    B 
P4         3  0.7900    B 
P1         3  0.5100      C 
P2         3  0.4967      C 
P0         3  0.4633      C 
 







Fisher Individual 95% CIs  
 
Lampiran 26. Anova IFN-γ Pada CD4+ 
Analysis of Variance 
 
Source     DF   Adj SS    Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  0.29676  0.059352     7.67    0.002 
Error      12  0.09280  0.007733 





        S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Perlakuan  N    Mean   StDev       95% CI 
P0         3  0.5033  0.0764  (0.3927, 0.6140) 
P1         3  0.5333  0.0651  (0.4227, 0.6440) 
P2         3  0.5167  0.1102  (0.4060, 0.6273) 
P3         3  0.8667  0.0971  (0.7560, 0.9773) 
P4         3  0.6467  0.0681  (0.5360, 0.7573) 
P5         3  0.6967  0.1007  (0.5860, 0.8073) 
 
Pooled StDev = 0.0879394 
 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P3         3  0.8667  A 
P5         3  0.6967    B 
P4         3  0.6467    B C 
P1         3  0.5333      C 
P2         3  0.5167      C 
P0         3  0.5033      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  
Fisher Individual 95% CIs  
 
Lampiran 27. Anova IL-6 Pada CD4+ 
Analysis of Variance 
 
Source     DF  Adj SS    Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  0.3140  0.062796     6.57    0.004 
Error      12  0.1147  0.009561 





        S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 










Perlakuan  N    Mean   StDev       95% CI 
P0         3  0.3067  0.0681  (0.1837, 0.4297) 
P1         3  0.3467  0.1250  (0.2237, 0.4697) 
P2         3  0.3333  0.0551  (0.2103, 0.4563) 
P3         3  0.7000  0.1473  (0.5770, 0.8230) 
P4         3  0.3967  0.0586  (0.2737, 0.5197) 
P5         3  0.4233  0.0945  (0.3003, 0.5463) 
 
Pooled StDev = 0.0977809 
 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P3         3  0.7000  A 
P5         3  0.4233    B 
P4         3  0.3967    B 
P1         3  0.3467    B 
P2         3  0.3333    B 
P0         3  0.3067    B 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  
Fisher Individual 95% CIs  
 
Lampiran 28. Anova IL-10 Pada CD4+ 
Analysis of Variance 
 
Source     DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  0.7821  0.15642    14.54    0.000 
Error      12  0.1291  0.01076 





       S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Perlakuan  N    Mean   StDev       95% CI 
P0         3  0.1833  0.0416  (0.0529, 0.3138) 
P1         3  0.3000  0.0721  (0.1695, 0.4305) 
P2         3  0.2700  0.0854  (0.1395, 0.4005) 
P3         3  0.2400  0.0500  (0.1095, 0.3705) 
P4         3   0.760   0.197  ( 0.630,  0.890) 
P5         3  0.5800  0.0954  (0.4495, 0.7105) 
 







Fisher Pairwise Comparisons  
 
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P4         3   0.760  A 
P5         3  0.5800  A 
P1         3  0.3000    B 
P2         3  0.2700    B 
P3         3  0.2400    B 
P0         3  0.1833    B 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  
Fisher Individual 95% CIs  
 




I II III 
P0 42,78 45,67 44,44 44,30 1,45 
P1 51,67 49,22 50,67 50,52 1,23 
P2 48,33 46,33 49,78 48,15 1,73 
P3 25,78 24,11 21,78 23,89 2,01 
P4 34,56 37,11 35,89 35,85 1,28 
P5 35,56 36,78 28,11 33,48 4,69 
 
Analysis of Variance 
 
Source     DF   Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5  1536.99  307.398    53.80    0.000 
Error      12    68.56    5.713 





      S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Perlakuan  N    Mean  StDev       95% CI 
P0         3  44.296  1.450  (41.290, 47.303) 
P1         3  50.519  1.229  (47.512, 53.525) 
P2         3  48.148  1.730  (45.141, 51.155) 
P3         3   23.89   2.01  ( 20.88,  26.90) 
P4         3  35.852  1.278  (32.845, 38.859) 
P5         3   33.48   4.69  ( 30.47,  36.49) 
 







Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P1         3  50.519  A 
P2         3  48.148  A B 
P0         3  44.296    B 
P4         3  35.852      C 
P5         3   33.48      C 
P3         3   23.89        D 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  
Fisher Individual 95% CIs 
 




I II III 
P0 323,56 352,44 340,22 338,74 14,50 
P1 352,44 321,33 346,89 340,22 16,59 
P2 356,89 325,78 349,11 343,93 16,19 
P3 520,22 503,56 480,22 501,33 20,09 
P4 395,78 408,00 421,33 408,37 12,78 
P5 408,00 455,78 432,44 432,07 23,89 
 
Analysis of Variance 
 
Source     DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Perlakuan   5   64889  12977.7    41.30    0.000 
Error      12    3771    314.3 





      S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Perlakuan  N    Mean  StDev       95% CI 
P0         3  338.74  14.50  (316.44, 361.04) 
P1         3  340.22  16.59  (317.92, 362.52) 
P2         3  343.93  16.19  (321.63, 366.23) 
P3         3   501.3   20.1  ( 479.0,  523.6) 
P4         3  408.37  12.78  (386.07, 430.67) 
P5         3   432.1   23.9  ( 409.8,  454.4) 
 
Pooled StDev = 17.7276 
 
  






Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Perlakuan  N    Mean  Grouping 
P3         3   501.3  A 
P5         3   432.1    B 
P4         3  408.37    B 
P2         3  343.93      C 
P1         3  340.22      C 
P0         3  338.74      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
  
Fisher Individual 95% CIs 
 







Lampiran 32. Desain Smoking Chamber 
 
 
Lampiran 33. Dokumentasi Penelitian 
  
Pengeringan bahan baku Pengecilan ukuran 
  
  


















Pemberian paparan asap rokok Pembedahan hewan coba 
  
  
Pengambilan serum darah Pengamatan histopatologi 
 
 
